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tesis comienza en el Capítulo 3, donde se evalúa la germinación in vitro de esporas de 
Rhizophagus intraradices, en presencia de arsénico. En el Capítulo 4, se investiga la 
influencia del hongo micorríco sobre sobre los efectos negativos del arsénico en plantas 
de soja y trigo. La tesis continúa con el Capítulo 5, donde se estudia la interacción entre 
el hongo formador de micorriza arbuscular, el arsénico y hongos patógenos en plantas 
de soja y trigo. Luego en el Capítulo 6, se analiza el estrés oxidativo y la respuesta de 
las plantas ante el arsénico y los patógenos. El último Capítulo experimental es el 7, 
donde se evalúa el efecto de la inoculación micorrícica y altas concentraciones de 
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Finalmente en el Capítulo 8 se encuentran las conclusiones generales. Al final de la tesis 
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Dado la mayor posibilidad de que ambos estreses ocurran simuntaneamente en soja, 
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RESUMEN 
 
En los últimos años se ha observado la presencia de altos niveles de Arsénico (As) en 
algunos suelos agrícolas en distintos países, debido a la irrigación con aguas 
subterráneas enriquecidas con este elemento tóxico. Por otra parte, los cultivos son 
afectados comúnmente por enfermedades fúngicas. En este contexto las plantas  pueden 
estar positivamente influenciadas por los hongos formadores de micorrizas arbusculares 
(HFMA). El objetivo general de esta tesis fue estudiar el efecto del HFMA Rhizophagus 
intraradices sobre plantas de soja y de trigo desarrolladas en un suelo contaminado con 
As y simultaneamente en presencia de patógenos (Macrophomina phaseolina y 
Fusarium graminearum). Se evaluó el efecto del HFMA en la interacción con plantas 
infectadas por hongos fitopatógenos y sometidas simultáneamente al As. Los resultados 
muestran que el As afecta negativamente la germinación de esporas de HFMA, la 
longitud del tubo germinativo y la ramificación de sus hifas a nivel pre-simbiótico. Por 
otra parte, el As afecta el crecimiento de soja y trigo. La inoculación con el hongo 
micorrícico mejora la producción de biomasa de los cultivos, su altura, número de 
hojas, limita el efecto negativo sobre las raíces, disminuye la acumulación de As en la 
biomasa, aumenta las defensas antioxidantes y reduce el daño oxidativo generado. La 
inoculación con los hongos patógenos también afecta las plantas y acentúa los efectos 
nocivos del As. La inoculación con HFMA en plantas enfermas mejora los parámetros 
de crecimiento y disminuye la acumulación de As en los cultivos, aún a elevadas 
concentraciones de As; sin embargo, en estos casos los HFMA, no revierten el daño 
oxidativo. La tolerancia de la soja inoculada con HFMA, así como las sometidas a As 
aumentó frente al estrés hídrico. La inoculación con HFMA presenta potencial para 
reducir la toxicidad por As en áreas contaminadas. 
 
Palabras clave: Arsénico, micorrizas, enfermedades fúngicas, elementos tóxicos, soja, 
trigo, estrés oxidativo. 
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ABSTRACT 
 
In the last years, it has been observed the occurrence of arsenic (As) in soils as a 
result of the use of naturally contaminated groundwater for irrigation. On the other 
hand, crops are commonly affected by fungal diseases. Under this context, plants 
infected by arbuscular micorritical fungus (HFMA) can be positively influenced. The 
main objective of this research was to establish the effect of the HFMA Rhizophagus 
intraradices on soybean and wheat plants grown in a soil contaminated with As and 
optionally in the presence of two pathogens (Macrophomina phaseolina y Fusarium 
graminearum), as well as the effect on plants simultaneusly affected by pathogens and 
As. The results showed that As affected negatively the germination of HFMA spores, 
the length of the germinative tube and the pre-simbiotic hifal ramification, as well as 
soybean and wheat growth. Plants inoculated with HFMA improved its biomass 
production, decreased the As accumulation, increased the antioxidant defenses and 
reduced the oxidative damage. The inoculation with pathogens not only affected plants 
but also accentuated the harmful effects of As. Innoculation with HFMA in diseased 
plants improved growth parameters and reduced the As accumulation even under high 
As concentration. However, in this case the oxidative damage was not reversed. 
Soybean innoculated with HFMA or subjected to high arsenic concentration showed a 
higher water stress tolerance. Our results indicate that the innoculation with HFMA can 
be used to mitigate the toxicity effects of As in contaminated áreas. 
   
 
Keywords: Arsenic, mycorrhiza, fungal diseases, toxic elements, soybean, wheat, 
oxidative stress. 
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1.1. El Arsénico en el Ambiente y el medio agrícola 
El arsénico (As) es un metaloide ampliamente distribuido en la atmósfera, en la 
hidrosfera y en la biosfera (aprox. 5x10
-4
% de la corteza terrestre), estando presente en 
todo tipo de rocas, suelos, aguas y aire. Se conoce un gran número de minerales que lo 
contienen, siendo los principales la Arsonopirita (FeAsS), el rejalgar (As4S4) y el 
oropimente (As2S3) (Carbonell-Barrachina et al., 1995).  
La contaminación con este metaloide puede ser de origen antrópico o de origen 
geogénico. La primera es fundamentalmente debida a actividades de la minería, 
fundiciones, descarga de efluentes industriales, aplicación de pesticidas arsenicales y 
otros. La U.S. Environmental Protection Agency  (EPA, 1999) ha reportado que el As 
está entre las cinco sustancias más tóxicas que se encuentran en sitios contaminados por 
la industria y minería. En suelos normales la concentración de As varía entre 5 y 6 
mgAs kg
-1
, en lugares contaminados se puede encontrar en una concentración superior a 
los 20000 mgAs kg
-1
. Por otro lado, en sitios contaminados por irrigación los valores de 
As varían entre 40-200 mgAs kg
-1
 (Dahal et al., 2008; Brammer, 2009).  
La contaminación de origen geogénico puede tener lugar en sedimentos y, 
especialmente, en acuíferos. El As se encuentra en aguas subterráneas de varias regiones 
del mundo, alcanzando niveles que van desde los 0.5 µgAs l
-1
 hasta los 120 mgAs l
-1
. 
Esta forma de contaminación está muy extendida en aguas subterráneas de diferentes 
países, como en Bangladesh (Nickson et al., 1998); Vietnam (Berg et al., 2007), India 
(Norra et al., 2005); China y Taiwán (Wang y Huang, 1994), Alemania (Heinrichs y 
Udluft, 1999), Estados Unidos (Smith et al., 1992; Welch et al., 1988), México (Del 
Razo et al., 1990), Chile (Cáceres et al., 1992), Australia (Smith et al., 2003) y otros 
países. La Argentina también presenta esta situación y la zona afectada por As abarca 
casi la totalidad de la llanura Chaco-pampeana (Sancha y Castro, 2001; González 
Uriarte et al., 2002; Smedley et al., 2002a; Farías et al., 2003). En las aguas 
superficiales, en cambio, las concentraciones tienden generalmente a ser menores a 10 
µgAs l
-1
 (Shreiber et al., 2003). 
El As en sus formas inorgánicas puede estar presente en cuatro estados de oxidación 
(-3, 0, +3 y +5) dependiendo de las condiciones ambientales. En condiciones oxidantes, 
el As generalmente se encuentra como arseniato (+5) mientras que en condiciones 
reductoras, está presente como arsenito (+3) (Duker et al., 2004). En condiciones 
moderadas de reducción, el As a menudo se combina con azufre (S) y hierro (Fe), 
quedando insoluble en agua e inmovilizado en el ambiente. En ambientes fuertemente 
reductores, existe el As elemental (As 0) o arsinas (H3As) (-3) (Magalhaes, 2002). Las 
formas que predominan en aguas naturales superficiales y subterráneas son las 
inorgánicas: arseniato (V) y arsenito (III), que son además, las formas de As 
fitodisponibles en la fase líquida del suelo (Turpeinen et al., 1999). La toxicidad y 
movilidad del As depende de la especie química, además, su solubilidad es afectada por 
factores edáficos tales como contenido en óxidos de hierro y aluminio, concentración de 
fosfatos y pH, entre otros (Smith et al., 1998; Zarei et al., 2010). 
La presencia de arsénico en aguas subsuperficiales es de fundamental importancia 
debido a su alta toxicidad intrínseca en concentraciones relativamente bajas (en el rango 
de los μgAs l-1). Esto se combina con su gran movilidad en solución a valores de pH 
usuales en los cuerpos de agua y en un amplio rango de condiciones reductoras 
(Baeyens et al., 2007). La contaminación con As ha cobrado gran importancia en varios 
países en las últimas dos décadas (Yang y Donahoe, 2007; Vázquez et al., 2008; 
Brammer, 2009; Panaullah et al., 2009). En Argentina, la mayoría de los suelos 
agrícolas no ha sufrido el impacto de la acumulación de elementos tóxicos provenientes 
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de la industria, la actividad humana, la minería o los insumos utilizados en la 
agricultura. Inclusive, tampoco fueron afectados significativamente por el vulcanismo 
(Lavado, 2012). La concentración de As está relacionada al material parental y los 
procesos pedogenéticos (Alloway, 1995; Lavado et al., 2004).   
En el caso específico del As, existen dos situaciones que se alejan a este patrón 
general: suelos agrícolas que están siendo contaminados por riego por aspersión, debido 
al uso de aguas con concentraciones elevadas de As, entre otros elementos (Reinaudi y 
Lavado, 1978; González Uriarte et al., 2002; Pérez-Carrera y Fernández-Cirelli, 2004; 
Pérez-Carrera y Fernández-Cirelli, 2005; Blanco et al., 2006; Pérez-Carrera et al., 
2007). A ellos se suman suelos de zonas agrícolas marginales que sufren, 
contaminación por ascenso capilar de capas freáticas ricas en estos elementos (Blanco et 
al., 2006).  
 
1.2. El arsénico en las plantas 
El As es muy tóxico para la mayoría de los organismos, incluyendo -obviamente- las 
plantas. La mayoría de las investigaciones relacionadas con la toxicidad del As en los 
cultivos se centró, en los últimos años, en el arroz (Oryza sativa L.) en Bangladesh 
(Meharg y Maziburrahman, 2003; Neumann et al., 2011; Islam et al., 2012), donde 
existen aguas superficiales y subterráneas con elevados niveles del metaloide 
(Senanayakea y Mukherjib, 2014). El efecto del As sobre el trigo fue estudiado en 
menor proporción (Dahal et al., 2008; Pigna et al., 2008, Zhang et al., 2009) y, en 
menor medida aún, el efecto sobre la soja (Bustingorri y Lavado, 2014; Buestingorri et 
al., 2015). En los primeros años de estas investigaciones, se estudiaron los efectos de los 
residuos de plaguicidas arsenicales en diferentes cultivos (Wells y Gilmour, 1977). 
También se estudió la toxicidad a este metaloide en plantas, generalmente nativas, que 
crecen en zonas que recibieron desechos de actividades mineras y lodos residuales 
(Lepp, 1981).  
Las plantas que son expuestas a concentraciones elevadas de As exhiben síntomas de 
toxicidad que van desde la inhibición de la germinación; inhibición del crecimiento 
radical y aéreo; menor altura, macollaje o ramificación; menor fructificación y 
rendimiento, hasta la muerte (Macnair y Cumbes, 1987; Abedin y Meharg, 2002; 
Abedin et al., 2002a; Gunes et al., 2009; Shri et al., 2009). La magnitud del estrés 
determina cambios a nivel fisiológico y bioquímico, que se traducen en menor 
crecimiento y/o pérdidas de rendimiento. En el caso del arroz (Oryza sativa L.) se 
encontraron efectos tóxicos del As sobre la producción de clorofila, deprimiendo la 
fotosíntesis y consecuentemente el rendimiento (Rahman et al., 2007). Otros autores 
encontraron caídas de rendimiento de hasta 100 kg ha
-1
 de este cultivo por cada ppm en 
que se incrementó el contenido de As en el suelo (Panaullah et al., 2009). 
Las formas inorgánicas del As, son generalmente las más tóxicas para las plantas 
debido a que el arseniato actúa como un análogo de fosfato y se transporta a través de la 
membrana plasmática por medio de los transportadores de fosfato (Ullrich-Eberius et 
al., 1989). Una vez dentro del citoplasma, compite con el fosfato reemplazándolo en el 
ATP para formar ADP-As, provocando en consecuencia una interrupción en el flujo de 
energía celular (Meharg, 1994). Además, dentro del tejido vegetal, el arseniato se 
reduce rápidamente a arsenito. Esta es la forma más fitotóxica, que reacciona con los 
grupos sulfhidrilos (-SH) de las proteínas, lo que conlleva a la inhibición de las 
funciones celulares y la posterior  muerte (Ullrich- Eberius et al., 1989). Por otra parte, 
los elementos tóxicos son una fuente potencial de estrés oxidativo en las plantas ya que 
propician la producción de especies reactivas de oxígeno (ERO) causando la 
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inactivación de enzimas, reducción en la concentración de pigmentos, peroxidación de 
lípidos y degradación de proteínas (Bona et al., 2011; Kabata-Pendias, 2011). 
 
1.3. Hongos habitantes del suelo 
En la rizósfera, uno de los principales sitios donde están presentes los 
microorganismos, existe una fuerte competencia entre ellos por el espacio y los 
nutrientes. En este sitio los microorganismos cumplen distintas funciones (Atlas y 
Bartha, 2002; Madigan y Martinko, 2006). Estos microorganismos en el suelo suelen 
interrelacionarse con otros microorganismos, bajo formas sinérgicas, antagónicas o de 
competencia física y bioquímica, modulados por múltiples y complejos factores bióticos 
y abióticos (Siddiqui y Akhtar, 2008; Radjacommare et al., 2010). 
Los hongos representan una parte importante de estos microorganismos, existiendo 
una gran diversidad de los mismos. Cumplen roles que abarcan desde efectos benéficos 
hasta patogénicos para las plantas.  Los hongos patógenos presentan una importancia 
crucial en la actividad agrícola. Ellos originan pérdidas que ascienden a miles de 
millones de dólares al año a nivel mundial. Las pérdidas económicas pueden ser tanto 
del tipo cuantitativo como cualitativo. En este último caso no se afecta la cantidad 
cosechada, sino el sabor, textura, color y forma de la producción (Agrios, 1988). Más de 
8000 especies de hongos pueden causar enfermedades en las plantas, pudiendo ser éstas 
infectadas y dañadas por más de una especie de hongo, a su vez los hongos pueden 
atacar a más de una especie vegetal (Agrios, 1988; Trigiano et al., 2004).  
Una patología mundial que afecta los cultivos de soja (Glycine max L.) y otros 
cultivos agrícolas y forestales es la podredumbre carbonosa de la base del tallo (Shaner 
et al., 1999). Precisamente, este hongo puede infectar la raíz y la parte inferior del tallo 
de más de 500 especies vegetales (Wyllie, 1989). La afección es causada por el hongo 
fitopatógeno saprófito facultativo Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. La 
enfermedad puede aparecer en cualquier estado fenológico del cultivo y causar elevados 
porcentajes de plantas muertas en los lotes (Carmona et al., 2009; Pérez Brandan et al., 
2009). Los síntomas de la enfermedad varían dependiendo del momento del año en el 
cual la planta se infecta. En soja, la infección genera clorosis y llenado incompleto de 
las vainas (Partridge, 2005), produciendo una pudrición marrón a marrón oscuro. En 
plantas adultas causa obstrucción del sistema vascular por la producción de 
microesclerocios, llevando al marchitamiento y muerte de las plantas. Son notables las 
lesiones negruzco-grisáceas en la base de los tallos, muchas veces con líneas oscuras en 
la médula (Carmona et al., 2009; Pérez Brandan et al., 2009). 
Por su parte, una de las enfermedades más importantes y perniciosas en la 
producción de trigo (Triticum aestivum L.) a nivel mundial es la pudrición radical, que 
es causada por hongos del género Fusarium. Esta enfermedad no solo reduce el 
rendimiento, sino además causa contaminación de granos por micotoxinas. El hongo 
Fusarium graminearum (teleomorfo Gibberella zeae Schwein. Petch) es el patógeno 
predominante asociado a esta enfermedad y el principal agente productor de 
micotoxinas en el mundo (Galich, 2004; Stenglein, et al., 2012); siendo la especie 
predominante en Argentina, así como en Hungría, Irlanda, Italia y el Reino Unido 
(González et al., 2008). En los últimos 60 años se han producido varias epidemias de 
esta enfermedad. Ellas fueron de gravedad variable en las distintas zonas de producción 
de trigo, donde las pérdidas se estimaron entre un 20 y 50% (Stenglein, 2009). Los 
residuos de cosecha colonizados por el hongo junto con el suelo y las semillas son las 
principales fuentes de inóculo, ofreciendo un sitio para una abundante esporulación 
(Sutton, 1982; Pereyra et al., 2004). La infección ocurre principalmente en espigas en 
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floración a través de las anteras, donde las ascosporas y conidios germinan 
principalmente en las anteras y a partir de ahí colonizan el resto de la espiga (Mazzilli et 
al., 2007). 
Otro grupo de hongos presentes en los suelos, son los formadores de micorrizas 
arbusculares (HFMA), que producen, contrariamente a los anteriores, efectos benéficos 
para las plantas. El término micorriza fue propuesto a fines del siglo XIX, con el fin de 
describir la asociación no patogénica entre raíces de plantas y hongos pertenecientes al 
Phylum Glomeromycota. Los HFMA se encuentran en casi todos los climas y hábitats 
(Smith y Read, 1997; Ortas, 2008). La simbiosis micorrícica es la más ampliamente 
difundida en el reino vegetal incluyendo prácticamente todos los cultivos 
económicamente importantes. Esta simbiosis está integrada por estos hongos biótrofos 
obligados, que forman parte de la rizósfera de los suelos (Wilcox, 1990). En esta 
simbiosis, la planta hospedante recibe nutrientes minerales, mientras que el hongo 
obtiene compuestos carbonados, producto de la fotosíntesis (Harley y Smith, 1983). Los 
hongos micorrícicos además de mejorar el crecimiento de sus hospedantes debido a un 
mayor aporte de nutrientes, fundamentalmente, contribuyen a  incrementar su tolerancia 
a una amplia variedad de estreses bióticos y abióticos tales como el ataque de 
patógenos, estrés salino, sequía y contaminantes (Pearson et al., 2006). En general, las 
respuestas de las plantas a la inoculación con HFMA dependen del tipo de planta, el 
tipo de suelo y de factores fúngicos (Hoeksema et al., 2010). Usualmente, i) las plantas 
C4 presentan una mejor respuesta en biomasa que las plantas C3 y las fijadoras de 
nitrógeno; ii) las plantas se benefician de esta simbiosis especialmente en ambientes 
limitados por nutrientes, especialmente fósforo y iii) el efecto de los HFMA es mas 
significativo cuando está presente en el suelo mas de una especie de HFMA (Hoeksema 
et al., 2010). 
Como se mencionara anteriormente, los HFMA pueden incrementar la tolerancia de 
sus plantas hospedantes a estreses bióticos debido a i) una mejora en el status 
nutricional de la planta; ii) competencia entre los HFMA y los patógenos por los sitios 
radicales a colonizar; iii) modificaciones en la arquitectura del sistema radical que 
pueden alterar la dinámica del infección del patógeno; iv) cambios en la población de 
microorganismos rizosféricos que pueden actuar como antagonistas de los patógenos; y 
v) a una inducción de la resistencia de las plantas fundamentalmente contra patógenos 
radicales (Pozo et al., 2009). En general, los HFMA pertenecientes a la familia 
Glomeraceae son mas efectivos en la protección de plantas con raíces mas ramificadas y 
mas suceptibes al ataque de patógenos, mientras que los de la familia Gigasporacea son 
mas efectivos en plantas con poco desarrollo radical, menos suceptibles al ataque de 
patógenos pero mas dependientes de los HFMA en cuanto a la captación de nutrientes 
(Sikes et al., 2009; Sikes, 2010). 
En el contexto de suelos contaminados con distintos elementos tóxicos, las 
micorrizas cobran especial relevancia ya que representan un componente fundamental 
en la interface suelo-planta. Se han realizado numerosas investigaciones que analizaron 
la relación entre los HFMA y los elementos tóxicos; sin embargo los resultados de tales 
experimentos muchas veces son contradictorios. Se ha reportado que en algunos casos 
los HFMA incrementan la absorción del elemento tóxico en sus plantas hospedantes, ya 
que son tomados por las hifas fúngicas y transportados hacia la planta (Cozzolino et al., 
2010; Leung et al., 2010). En otros casos, los hongos disminuyen la absorción de estos 
elementos e incrementan la tolerancia en las plantas a ellos, ya que los HFMA 
inmovilizan los contaminantes en el suelo (Khan, 2005).  Esta discrepancia puede 
deberse, en parte al tipo de hongo micorrícico y planta utilizado y, por otro, al 
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desconocimiento de los mecanismos de tolerancia y adaptación de los HFMA en suelos 
contaminados.  
En el caso particular del As, existen estudios en los que se observa que en plantas 
micorrizadas se activan los transportadores fúngicos de fosfato (Rausch et al., 2001). 
Esto provoca, en algunas asociaciones micorrícicas, pérdida de la función de captación 
directa de fósforo (P) por parte del hospedante (Smith et al., 2003). La interrupción de la 
actividad de los transportadores de fosfato en las raíces puede incrementar la tolerancia 
al arseniato debido a una mayor afinidad por el fósforo de los HFMA (González-Chávez 
et al., 2002). Por otra parte, las hifas de los HFMA participan en el secuestro de 
elementos tóxicos, principalmente por biosorción (González-Chávez et al., 2002), uno 
de los mecanismos de tolerancia a estos elementos. En este proceso de inmovilización 
se involucra parcialmente a la glomalina (González-Chávez et al., 2004), una proteína 
que producen sólo las hifas de este tipo de hongos y que es secretada al suelo. A esta 
glicoproteína, se la suele dividir en proteína fácilmente extraíble, que corresponde a la 
fracción de más reciente formación, y la proteína total, que representa la cantidad total 
de proteína presente tanto en la superficie como en el interior de los agregados. Junto 
con el micelio externo, ambas formas de glomalina son capaces de secuestrar elementos 
tóxicos y contribuir a la estabilización química de los suelos contaminados (González-
Chávez et al., 2004; Chern et al., 2007; Cornejo et al., 2008; Vodnik et al., 2008).  
Paralelamente, cuando una planta está sometida a un estrés biótico generado por 
patógenos fúngicos, la presencia de elementos tóxicos en el suelo pueden tener efectos 
que van desde positivos hasta negativos (Poschenrieder et al., 2006). En la mayoría de 
las interacciones planta-patógeno, disminuye la suceptibilidad de la planta hospedante. 
Esto puede deberse a que elevados niveles de elementos tóxicos en el suelo pueden 
inhibir el crecimiento y el desarrollo de los patógenos. Por otra parte, elevadas 
concentraciones de estos elementos en los tejidos vegetales pueden incrementar la 
protección contra los patógenos (Ghaderian et al., 2000; Hanson et al., 2003). Los 
jasmonatos y el etileno se encuentran implicados en la señalización inducida como 
resultado de daño celular por patógenos necrotróficos, aunque también se ha registrado 
la inducción de estos compuestos en plantas crecidas en ambientes enriquecidos con Cd 
(Glazebrook, 2005; Maksymiec et al., 2005). 
Entre los HFMA se destaca el Rhizophagus intraradices, que se ha convertido en la 
especie modelo en el estudio de los hongos micorrícicos arbusculares, puesto que a 
diferencia del resto de los HFMA es muy sencillo su cultivo in-vitro y su genoma ha 
sido recientemente secuenciado (Bécard y Fortin, 1988; Tisserant et al., 2013) Es la 
especie más utilizada en inóculos comerciales de HFMA. La utilización de esta especie 
de HFMA es de gran relevancia puesto que: i) tiene amplia distribución en todo el 
mundo; ii) tiene alta variabilidad genética; iii) la capacidad para llevar a cabo estudios 
de genómicos de la población; y iv) tiene alta eficiencia para producir biomasa, lo que 
mejora los rendimientos de los cultivos mas importantes a nivel mundial (Rodríguez y 
Sanders, 2015). 
 
1.4. El cultivo de la soja y el trigo 
La soja es una leguminosa con un alto contenido de proteínas de alta digestibilidad y 
alto contenido de aceite. Por ser una leguminosa, tiene la capacidad de fijar nitrógeno, 
dada su asociación simbiótica con rizobios. Además, tiene la habilidad de crecer bajo un 
amplio rango de condiciones ambientales y de suelo. En las últimas dos décadas la 
producción de soja se ha duplicado y actualmente es el cuarto cultivo producido en el 
mundo, siguiendo la demanda mundial de alimentos, y solo superado por arroz, trigo y 
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maíz (Eickhout et al., 2006). El 90% de su producción se concentra en EEUU, Brasil, 
Argentina y China, aunque muchos otros países están incrementando su producción 
(USDA, 2008). Con la difusión de la soja transgénica, el manejo del cultivo es 
relativamente sencillo para los productores, pues se realiza bajo siembra directa y las 
malezas se controlan con glifosato. Por otro lado, su ciclo de cultivo suele escapar a las 
sequías estivales, determinando una mayor estabilidad en la producción que la de otros 
cultivos de verano. Sus características ecofisiológicas y su manejo sencillo han 
permitido a este cultivo expandirse en todo el mundo, lo que ha llevado a su producción 
en tierras agrícolas marginales y con condiciones ambientales más frágiles (Eickhout et 
al., 2006).  
El cultivo de soja en la Argentina se inició en el centro de la Pampa Ondulada, el 
núcleo central de la región Pampeana, y su expansión ocurrió inicialmente dentro de 
distintas áreas agrícolas típicas de la región. Posteriormente el cultivo también se 
expandió a zonas marginales y a zonas periféricas de la región Pampeana, como la zona 
semiárida y luego se expandió a regiones extra pampeanas. Actualmente es cultivada 
inclusive en zonas agrícolas no tradicionales (Álvarez et al., 2013). En varias de estas 
zonas aparece la presencia de As en las aguas subsuperficiales que, como se mencionó, 
ya sea por ascenso capilar o por irrigación se traducen en un incremento de la 
concentración de este elemento en los suelos (Nicolli et al., 1989; González Uriarte et 
al., 2002; Smedley et al., 2002b; Pérez-Carrera y Fernández-Cirelli, 2005; Smedley et 
al., 2005; Blanco et al., 2006; García et al., 2007). 
Por otro lado, al incrementarse el cultivo en medios agrícolas marginales, la soja se 
enfrenta con condiciones de agua limitantes, y en algunos lugares con contenido 
elevado de As. El estrés hídrico, sea permanente o transitorio, es un problema muy 
extendido y los periodos de sequía pueden tener lugar frecuentemente, aún en regiones 
caracterizadas por elevadas precipitaciones. El estrés hídrico es tal vez el principal 
factor abiótico que limita la producción agrícola (Bohnert y Bressan, 2001). Por ello, el 
agua del suelo ha sido intensivamente estudiada a lo largo del tiempo y su “status” ha 
sido ordenado de acuerdo a su disponibilidad para las plantas, siendo la Capacidad de 
Campo (CC) y el Punto de Marchitez Permanente (PMP) dos de ellos. El PMP se define 
como el porcentaje de agua remanente, cuando el suelo se seca y el agua se encuentra 
retenida con una fuerza de succión de 1500 kPa (Soil Science Society of America, 
1997). En este punto, la mayor parte de las plantas se marchitan sin recuperación. 
Durante una sequía, este punto puede ser alcanzado en parte del perfil del suelo y 
usualmente afecta la producción del cultivo. En casos extremos, todo el suelo se seca 
por debajo del PMP y el cultivo muere (Brouwer et al., 1985). Sin embargo,  la 
presencia de micelio extraradical permite a las raíces un mayor acceso al agua del suelo, 
mejorando su absorción y el metabolismo vegetal, aún en condiciones de sequía (Augé, 
2004).  
Por otra parte, el trigo es una gramínea anual y uno de los cereales más cultivados del 
mundo, representando una de las principales fuentes de alimento para el consumo 
humano; su producción se centra en Australia, Canadá, China, Estados Unidos, India, 
Pakistán, Rusia, Turquía, Ucrania y la Unión Europea (Galarza-Mercado et al., 2005). 
En Argentina, el cultivo de trigo es el cereal invernal de mayor importancia por el área y 
volumen de producción. Sin embargo, en los últimos años, opuesto al comportamiento 
de la soja, el área cultivada con trigo en nuestro país fue declinando (Álvarez et al., 
2013). La rotación más relevante es el doble cultivo trigo/soja. Esta secuencia de cultivo 
constituye un sistema muy intensivo, tanto en producción como en exportación de 
nutrientes. 
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1.5. Planteo del problema 
En los últimos años, se ha observado la presencia de altos niveles de As en algunos 
suelos agrícolas de distintas partes del mundo y, también, de nuestro país, debido a la 
irrigación con aguas que poseen concentraciones elevadas de As (Reinaudi y Lavado, 
1978; González Uriarte et al., 2002; Blanco et al., 2006; Brammer y Ravenscroft, 2008; 
Dahal et al., 2008). Grandes áreas de Bangladesh y Vietnam dependen de aguas 
subterráneas enriquecidas naturalmente con As para el riego del arroz, cultivo básico de 
la población (Nickson et al., 1998; Berg et al., 2001; Christen, 2001; Abedin et al., 
2002a, b; Panaullah et al., 2009). Otros países presentan problemas por riego de 
hortalizas o trigo (Dahal et al., 2008; Pigna et al., 2008; Zhang et al., 2009), incluyendo 
la Argentina (Franco et al., 2012).  
En nuestro país, como muchos otros países, está teniendo lugar un proceso de 
expansión de la agricultura. En nuestro caso se destaca la soja que, como se indicó, se 
ha expandido hacia zonas agrícolas marginales (Álvarez et al., 2013), donde suelen 
encontrarse aguas ricas en As y donde el riego complementario toma mayor importancia 
(Blanco et al., 2006; García et al., 2007). Esto conlleva el riesgo de que los cultivos más 
comunes, entre ellos soja y trigo se desarrollen en áreas con suelos donde se acumuló 
As. Normalmente el rendimiento de los cultivos se afecta cuando son sometidos a 
presencia de As y en casos extremos puede existir transferencia del contaminante hacia 
los órganos comestibles y el eventual ingreso de As a la cadena alimentaria (Molin et 
al., 2015).  
Conocer la capacidad de acumulación de elementos tóxicos como el As por parte de 
plantas, independientemente que sean susceptibles, tolerantes o hiperacumuladoras 
(plantas que poseen la capacidad de absorber altas cantidades de ciertos elementos) 
resulta de fundamental importancia para poder evaluar cómo ocurre a partir del suelo 
(Fitz y Wenzel, 2002). En ese sentido, entre otros, el Factor de Bioacumulación (BCF) 
definido como la relación entre la concentración del elemento tóxico en la biomasa 
vegetal y la concentración total de este elemento en el suelo, ha sido ampliamente 
utilizado con el fin de evaluar el potencial de cierto elemento tóxico a ser transferido del 
suelo a la planta (Alloway et al., 1990). Hay que tener en cuenta que las plantas pueden 
absorber grandes cantidades de elementos tóxicos, que generalmente se acumulan en las 
raíces, las que frecuentemente, constituyen el sitio de almacenamiento de estos 
elementos. De esta forma la planta regula la translocación de dosis tóxicas a tallos y 
granos (Grifferty y Barrington, 2000). En este proceso intervienen las micorrizas 
(Leyval et al., 2001). En el caso de la soja y el trigo, sus granos son utilizado como 
alimento por el ser humano y, en el caso de la soja también por animales domésticos. 
Por ello, es de fundamental importancia conocer no sólo cómo se afecta su crecimiento 
sino en que órganos se acumula el As y cuál es el contenido de éste en granos 
(Senanayakea y Mukherjib, 2014), resultando de interés conocer el rol de las micorrizas 
en estos procesos. 
Por otra parte, los cultivos son afectados, por enfermedades fúngicas desde sus 
primeras etapas vitales. En el caso de la soja se destacan las podredumbres (Pearson et 
al., 1984) y en el trigo las fusariosis (Mazzilli et al., 2007). En este contexto es que la 
absorción de elementos tóxicos puede estar influenciada por microorganismos del suelo 
asociados a las raíces de las plantas, como los HFMA (Shilev et al., 2001). Sin 
embargo, la presencia de elevadas concentraciones de elementos tóxicos también afecta 
la abundancia de esporas de estos microorganismos, pudiendo inhibir completamente la 
germinación de las esporas (Zarei et al., 2008). 
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Objetivo general  
El objetivo general de esta tesis es comprender cual es el rol de una especie de hongo 
formador de micorriza arbuscular (Rhizophagus intraradices) sobre plantas de soja y de 
trigo desarrolladas en un suelo contaminado con As y, cuando corresponda, afectadas 
por hongos fitopatógenos. 
 
Objetivos específicos 
Esta tesis propone,  
i) Evaluar in vitro el efecto del As sobre el estado pre-simbiótico de los hongos 
formadores de micorrizas arbusculares. 
 
ii) Determinar el efecto del HFMA (Rhizophagus intraradices) en soja y trigo 
desarrollados en suelos con presencia de As, analizando la inmovilización, absorción y 
posterior acumulación del metaloide en los tejidos vegetales. 
 
iii) Evaluar la interacción entre el contenido de As en el suelo, los HFMA y los 
hongos patógenos sobre plantas de soja y trigo, determinando los efectos sobre la 
biomasa y las variaciones en la absorción de As de las plantas y los niveles de 
glomalina en el suelo. 
 
iv) Evaluar el daño oxidativo generado y la respuesta del sistema de defensa 
antioxidante en plantas de soja y trigo por la presencia de As en el medio, bajo el efecto 
de HFMA y la acción de hongos patógenos, así como la interacción de todos ellos. 
 
v) Evaluar la supervivencia de plantas de soja inoculadas con el hongo micorrícico R. 
intraradices creciendo en suelos con crecientes concentraciones de As y sometidas a 
una condición de estrés hídrico repentina y severa. 
 
Hipótesis general 
La presencia del HFMA, permite a ambos hospedantes tolerar los niveles de As en el 
suelo debido a cambios morfológicos y fisiológicos en las plantas y atenuar los efectos 
perjudiciales de los hongos patógenos, a causa de varios factores que actúan 
simultáneamente.  
 
Hipótesis específicas 
i) El efecto negativo de niveles crecientes de As en el medio de cultivo, sobre la 
germinación de esporas de R. intraradices, la longitud de sus hifas y su ramificación, no 
es lineal.  
 
ii) La micorriza revierte el efecto nocivo del As sobre el crecimiento vegetal y 
modifica su contenido en ambos cultivos, aunque este metaloide afecte su estado pre-
simbiótico.  
 
iii) La presencia de los patógenos afecta la viabilidad de las hifas del HFMA, la 
concentración de glomalina en el suelo, la biomasa vegetal y la acumulación de As en 
las plantas.  
 
iv) La exposición de las plantas de soja y trigo a As y en presencia de un patógeno 
genera estrés oxidativo, pero la interacción entre ambos estreses no es aditiva.  
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v) La presencia de As en el agua de riego afecta el balance hídrico de la soja y altera 
el efecto deletéreo del estrés hídrico.  
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CAPÍTULO 2 
Materiales y Métodos Generales
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2.1. Obtención del inóculo micorrícico 
El inóculo utilizado en la presente tesis provino de una muestra de suelo tomada en el 
predio de la Facultad de Agronomía de la Universidad de Buenos Aires (área no 
contaminada). Para la obtención de esporas de hongos formadores de micorrizas 
arbusculares, se realizó un tamizado en húmedo (Gerdemann y Nicolson, 1963) 
utilizando tamices de 710µm, 250µm, 125µm y 62µm y se recolectó el material 
presente en los últimos dos tamices en tubos Falcon de 50 ml de capacidad. Con el 
material recolectado en los tubos se realizó un gradiente de sacarosa (Walker et al., 
1982) y se centrifugó a 2000 rpm durante 2 minutos. 
Las esporas recuperadas luego de la centrifugación fueron lavadas con agua corriente 
con el objetivo de eliminar la sacarosa. Para la esterilización superficial de las mismas, 
se pusieron en contacto por espacio de 10 minutos con  una solución al 0,02% de 
estreptomicina, 2% de cloramina T y trazas de Tween 20. Posteriormente fueron lavadas 
con agua destilada estéril por el lapso de 1 minuto (Mosse, 1962). 
Para la obtención de cultivos monospóricos, se siguió la metodología descripta por 
Fracchia et al., 2001. Para ello, se colocó cada espora en forma independiente en placas 
de Petri de 5cm de diámetro conteniendo 10 ml de agar-agua. Las placas se incubaron a 
25°C durante 10 días, momento en que se evaluó su germinación bajo microscopio 
óptico. Paralelamente, se sembraron semillas de trébol blanco (Trifolium repens) y de 
sorgo (Sorghum bicolor) en placas de Petri de 5cm de diámetro utilizando como sustrato 
arena: suelo: perlita (3:2:1) estéril. Al cabo de dos semanas, el contenido de las placas 
de Petri, utilizadas como macetas, se colocó sobre aquellas placas en las que se observó 
la germinación de la espora previamente sembrada (Figura 2.1). 
Transcurridas dos semanas, las plántulas se traspasaron a macetas de 250 cm
3
 de 
capacidad que contenían el mismo sustrato. Una vez trasplantadas, se sembró en cada 
una de ellas, semillas de trébol blanco y sorgo esterilizadas superficialmente con etanol 
al 70% durante 30 segundos e hipoclorito de sodio al 3% durante 1 min. Finalmente se 
realizaron 6 lavados con agua destilada estéril durante 30 segundos cada uno. Los 
cultivos se mantuvieron por el lapso de 1 mes. Finalmente, y para corroborar la 
infección radical, se tomaron muestras de las raíces sobre las que se evaluó la 
colonización micorrícica a través de su tinción según la técnica de Phillips y Hayman 
(1970). En primer lugar, se procedió a clarificar las raíces con KOH 10% a 80ºC 
durante 10 min y se lavó con agua corriente, luego se neutralizó con HCl 0.2N a 80°C 
durante 3 min. Posteriormente, se tiñó con una solución de Azul de Tripán (0.05%) a 
80ºC durante 10 min. Para culminar, se retiró el exceso de colorante y se colocó ácido 
láctico para conservar las raíces hasta el momento de ser observadas. 
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Figura 2.1.  Método de obtención de cultivos monospóricos. Imagen extraída de Fracchia et al., 2001. 
 
De todos los cultivos evaluados, solo una maceta presentó colonización micorrícica y 
en consecuencia fue elegida para seguir con el proceso de propagación. El hongo 
formador de micorrizas aislado, fue identificado según lo propuesto por el INVAM 
como Rhizophagus intraradices y en la actualidad forma parte del Banco de Hongos de 
la Cátedra de Microbiología (en formación), Facultad de Agronomía - UBA. 
 
2.2. Sustrato utilizado 
Todos los ensayos in vivo realizados en el presente trabajo se efectuaron utilizando 
un mismo sustrato:  una mezcla de arena: suelo: perlita (3:2:1) estéril. La esterilización 
del suelo se realizó por el método de tindalización durante 3 días sucesivos. El suelo 
utilizado fue el horizonte A de un Argiudol Típico (US Soil Taxonomy) tomado en el 
área de la localidad de Solís, Pcia. de Buenos Aires (34º 18’ S, 59º 20’ W). El área se 
concentra en la producción de cultivos extensivos como soja, trigo y maíz. Antes de 
preparar el sustrato, el suelo y la arena utilizados se separaron de restos de material 
vegetal y de partículas grandes utilizando un tamiz de 2 mm de diámetro de poro. En el 
caso de la arena, luego de tamizarla, se lavó varias veces con agua destilada con el fin 
de evitar la incorporación de sales al sustrato. 
El sustrato se analizó utilizando métodos estándar para el análisis de suelos. Para las 
propiedades físicas, se siguió el procedimiento descripto por Klute et al. (1986): 
distribución del tamaño de partícula, contenido de arcilla, limo y arena por el método de 
la pipeta, el contenido de agua presente en el sustrato contenido en las macetas obtenido 
utilizando placas de presión (CC, 0.33 kPa) y cámara de presión (PMP, 1500 kPa), por 
secado de las muestras en estufa a 102-105 °C. Para las propiedades físico químicas, se 
siguió los procedimientos descriptos por Sparks et al. (1996): carbono orgánico 
(Walkley y Black), nitrógeno total (Kjeldhal), fósforo total (ácido perclórico), fósforo 
orgánico (ácido sulfúrico concentrado), fósforo extraíble (Bray y Kurtz), capacidad de 
intercambio catiónico  y potasio intercambiable (extracción con acetato de amonio), 
azufre extraíble (cloruro de potasio), pH en el extracto de saturación y conductividad 
eléctrica en el extracto de saturación. 
Las propiedades físico químicas del sustrato se detallan en el cuadro 2.1. 
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Cuadro 2.1.Valores promedio de las propiedades físicas y químicas del sustrato. 
Nota: 
i
 g kg 1 ; 
ii
 cmolc g
1 ; 
iii
 dSm
-1
, 
iv
 mg kg 1 , * Contenido de agua retenida a 0.33 kPa,                     
** Contenido de agua retenida a 1500 kPa 
    
El sustrato reunió las siguientes características:  textura franca, de reacción neutra y 
no salino, con una provisión adecuada de fósforo disponible, potasio y azufre. 
 
2.3. Aplicación de arsénico en el sustrato 
En el caso de los experimentos presentados en los capítulos 4, 5 y 6, el As fue 
incorporado al suelo. Las dosis utilizadas se enmarcaron dentro del rango de efectos 
significativos según lo registrado por Bustingorri et al. (2015), siendo:  0 mgAs kg
-1
, 25 
mgAs kg
-1
 y 50 mgAs kg
-1
. Se tuvo en cuenta que en los suelos tratados con sales, con 
el fin de simular el efecto de elementos tóxicos, se sobrestima su biodisponibilidad.  
Considerando este hecho, se crearon en el sustrato a utilizar, condiciones similares a 
situaciones reales. Se siguió la técnica utilizada por Orroño y Lavado (2009). Luego de 
aplicar el arseniato,  se sometió al sustrato a ciclos de humedecimiento y secado durante 
un periodo de dos meses. Cada ciclo consistió en el humedecimiento de los suelos 
contaminados hasta la CC, y su posterior secado por espacio de 15 días. De esta forma 
se facilitó no sólo su homogeneización, sino su interacción con la matriz del suelo, para 
lograr un nuevo equilibrio del As en el suelo. Este procedimiento se aplicó también al 
testigo sin contaminar.  
En cambio, por las características del experimento presentado en el Capítulo 7, los 
niveles de As se establecieron por irrigación con agua enriquecida con As. En este caso, 
las dosis aplicadas fueron 0 mgAs l
-1
, 0.5 mgAs l
-1
, 1 mgAs l
-1
, 5 mgAs l
-1
, 10 mgAs l
-1
 
y 25 mgAs l
-1
.  
En ambos casos, el As se aplicó en la forma de Arseniato de sodio (Na3AsO4).   
 
2.4. Determinación de arsénico en el sustrato 
La fracción biodisponible de As en el sustrato fue extraída utilizando acetato de 
sodio 1.0 M pH 5, y ajustando con ácido acético (relación 1:25). Posteriormente, las 
muestras se agitaron durante 4 horas, utilizando para eso un agitador de agitación 
lateral, luego se centrifugó (1.7 × 1000 G) y se filtró. El extracto fue acidificado hasta 
alcanzar un pH < 2 (Anawar et al., 2008). Las determinaciones se llevaron a cabo 
utilizando un plasma de acoplamiento inductivo, espectrometría de emisión atómica 
(ICP-AES). 
 
 
 
Propiedades físicas y físico-químicas Propiedades químicas 
Contenido de arcillas  275.0 
i
 Carbono orgánico 14.7 
i
 
Contenido de limo  244.7 
i
 Nitrógeno total  1.7 
i
 
Contenido de arena 470.3 
i
 Relación C/N  8.6 
CC * 231.3 
i
 Fósforo total  304.6 
iv
 
PMP ** 99.5 
i
 Fósforo orgánico 189.1
 iv
 
CIC 23.7 
ii
 Fósforo extractable  35.7 
iv
 
pH en pasta 6.4 Potasio intercambiable 1.4 
ii
 
Conductividad Eléctrica 0.5 
iii
 Azufre extractable 12.8 
ii
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2.5. Determinación de arsénico en la biomasa vegetal 
El contenido de As en raíces y hojas fue extraído por digestión ácida utilizando una 
mezcla de ácido nítrico/peróxido de hidrógeno a 270°C y cuantificado mediante ICP-
AES. 
 
2.6. Determinación de la colonización radical 
La colonización radical por R. intraradices se calculó de acuerdo a la metodología 
propuesta por Mc Gonigle et al. (1990). Lego de haber teñido las raíces según Phillips y 
Hayman (1970), las raíces de cada muestra se cortaron en pequeños trozos de 
aproximadamente 1cm de longitud y se colocaron sobre portaobjetos. Para la evaluación 
de la colonización radical, cada muestra constó de 5 portaobjetos conteniendo en cada 
uno de ellos 10 trozos de raíz elegidos al azar de la totalidad de la muestra. Las raíces 
raíces se observaron utilizando un microscopio óptico bajo un aumento de 400X, esto 
permitió recorrerlas en tres campos y paralelamente observar con buen detalle las 
estructuras fúngicas. 
El porcentaje de colonización se calculó para cada uno de esos campos, alcanzando 
de esta manera, el porcentaje de colonización de la primera porción de raíz (150 
mediciones). Para la realización del cálculo, se procedió según la siguiente fórmula: 
 
% Col. raíz 1 = % Campo 1 + % Campo 2 + % Campo 3 
                     3 Campos 
 
Finalmente se realizó el promedio entre todas las porciones de raíz del portaobjetos y 
se obtuvo  el porcentaje de colonización de la muestra. 
 
2.7. Análisis estadístico de los datos 
Para el análisis de los datos obtenidos en todos los capítulos de la presente tesis se 
realizó un análisis de la varianza (ANOVA) utilizando el software estadístico InfoStat. 
La normalidad de los datos se comprobó mediante el test de Shapiro-Wiks y la 
homogeneidad de variazas, mediante un test de Levene. La comparación entre los 
tratamientos se realizó mediante contrastes de Tukey con p < 0.05. 
Al finalizar la sección Materiales y Métodos de cada capítulo se desarrollarán los 
análisis estadísticos utilizados específicamente en cadea caso.  
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CAPÍTULO 3 
Germinación in vitro de esporas de Rhizophagus intraradices, en 
presencia de arsénico 
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3.1. Introducción 
El ciclo de vida de las micorrizas arbusculares se inicia con la germinación de las 
esporas, las cuales tienen un origen asexual y contienen un gran número de núcleos y 
glóbulos lipídicos. Este proceso forma parte de la etapa de precolonización radical y es 
una de las fases más importantes ya que luego de ella se produce el reconocimiento 
entre el hongo y la planta hospedante. Este proceso requiere de una serie de factores 
químicos, tales como la presencia de exudados radicales, que incluyen a las hormonas 
estrigolactonas (Akiyama et al., 2005); factores físicos, como la vernalización previa de 
las esporas (Hepper, 1981) y factores biológicos. Estos últimos derivan de la presencia 
de una amplia gama de microorganismos del suelo (Hildebrandt et al., 2002) que 
inducen, de esta forma, la germinación de las esporas fúngicas, la ramificación de las 
hifas y aumentan su actividad fisiológica. La germinación comienza con la formación 
de uno o varios tubos germinativos. Este tubo, produce un micelio muy limitado cuando 
no está presente una planta hospedante o sus exudados. En cambio, ante la presencia 
directa o indirecta del vegetal, el micelio es capaz de alcanzar un desarrollo mayor, 
especialmente en su grado de ramificación (Tamasloukht et al., 2003). 
Se conoce que altas concentraciones de elementos tóxicos presentes en ambientes 
contaminados, pueden retrasar, reducir o incluso eliminar la producción de propágulos 
de HFMA (Ortega-Larrocea et al., 2007). Otros estudios también evidencian que altas 
concentraciones de estos elementos pueden reprimir la germinación de esporas y la 
colonización radical (Gildon y Tinker, 1981). Las esporas e hifas en el estadio pre-
simbiótico son generalmente sensibles a los tóxicos en ausencia de plantas. Los valores 
de EC50 (concentración eficaz para reducir la germinación o el crecimiento de las hifas 
a un 50%) varían con la cepa micorrícica, pero los efectos negativos son generalizados 
(Shalaby, 2003). Según Shalaby (2003), la germinación y el crecimiento de las hifas 
fueron inhibidas por los elementos tóxicos cuando se utilizaron esporas obtenidas de un 
suelo no contaminado; mientras que las esporas provenientes de suelos contaminados 
resultaron tolerantes. Esta resistencia natural se estima que es debida a una plasticidad 
fenotípica más que a cambios genéticos en las esporas. Esto es así porque la tolerancia 
se pierde después de una generación en ausencia de elementos tóxicos. 
En concordancia con lo expuesto en el párrafo anterior, en el caso específico del As, 
también hay evidencias que ante concentraciones crecientes, disminuye la germinación 
de esporas de G. mosseae y G. etunicatum aisladas de suelos no contaminados. También 
disminuye, pero en menor medida, la germinación de G. geosporum y otra cepa de G. 
etunicatum aisladas de suelos contaminados. Sin embargo, otra cepa de G. mosseae, 
aislada de un suelo con altas concentraciones de As germinó significativamente más 
cuando se le agregó As al medio (Wu et al., 2009). Estos resultados sugieren que 
existen variaciones inter e intraespecíficas en la tolerancia al As; no existiendo aún 
estudios que evalúen el comportamiento de cepas de R. intraradices a este metaloide.  
 
Objetivo 
Evaluar in vitro el efecto del As sobre el estado pre-simbiótico de los hongos 
formadores de micorrizas arbusculares. 
 
Hipótesis  
El efecto negativo de niveles crecientes de As en el medio de cultivo, sobre la 
germinación de esporas de R. intraradices, la longitud de sus hifas y su ramificación, no 
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es lineal. Predicción: La exposición a las mayores dosis de As estudiadas tendrá efectos 
letales para los HFMA. 
 
3.2. Materiales y métodos 
Se utilizó el inóculo micorrícico obtenido como se indicó en el Capítulo 2 y se 
propagó en macetas con arena:suelo:perlita (3:2:1) estéril utilizando como hospedante 
trébol blanco y sorgo. Las plantas se cultivaron por un periodo de cuatro meses hasta 
alcanzar un elevado porcentaje de colonización (87%) y el desarrollo de nuevas esporas 
de R. intraradices.   
Para evaluar la influencia del arsénico sobre la germinación, largo y ramificación de 
las hifas, se realizó un ensayo in vitro, utilizando, agar-agua 1% (OXOID). El As se 
agregó al medio de cultivo (de acuerdo con lo descripto en Capitulo 2) después de ser 
autoclavado a 121ºC durante un periodo de 20 min. Las concentraciones finales 
incorporadas al medio fueron 0 (T1); 0.5 (T2), 1 (T3), 5 (T4), 10 (T5), 25 (T6) y 50 
(T7) mgAs l
-1
. Se trabajó con veinte repeticiones por tratamiento, donde fueron 
sembradas en cada placa cinco esporas, obteniendo de esta manera un total de 100 
esporas por tratamiento. Todas las esporas se esterilizaron superficialmente durante 20 
min utilizando una solución  (2% m/v) de cloramina T junto con la adición de 200 
µgml
-1
 de estreptomicina y trazas de Tween 20. Finalmente, las esporas se lavaron tres 
veces con agua destilada estéril (Mosse, 1962). Para la realización de este ensayo, no se 
incorporaron exudados radicales al medio de cultivo, siguiendo las metodologías de los 
trabajos clásicos de Mcallister et al. (1995); Martinez et al. (2004) y Sánchez-Viveros et 
al. (2004), entre otros autores.  
Las placas sembradas fueron incubadas a 26ºC ± 1°C y en oscuridad, siguiendo la 
metodología utilizada por Bartolome-Esteban y Schenck (1994),  Buysens et al. (2015) 
y Driai et al. (2015). La germinación de esporas, longitud hifal y número de 
ramificaciones hifales se observaron al día 15 y al día 23, utilizando microscopio óptico 
y un micrómetro ocular. El porcentaje de germinación de esporas se estimó de acuerdo 
con la siguiente fórmula: 
 
%G=        Esporas germinadas      x 100 
Total de esporas sembradas 
 
Después del día 23, se llevó a cabo un segundo experimento en el que se evaluó la 
germinación de las esporas luego de estar en contacto con As. Para realizar este ensayo, 
se tomaron aquellas esporas que no habían germinado, se las retiró del medio de cultivo 
y se lavaron con agua destilada estéril con el agregado de estreptomicina 0.02%. Luego, 
se las transfirió a un medio de agar-agua. Las placas en este caso también fueron 
incubadas a 26°C y en oscuridad; midiendo luego de 14 días el porcentaje de 
germinación, largo y número de ramificaciones hifales (Driai et al., 2015). 
Los datos obtenidos (porcentajes de germinación, longitud hifal y número de 
ramificaciones fueron sometidos a un análisis exploratorio para determinar su 
normalidad y homocedásticidad. Para determinar la normalidad de efectuaron gráficos 
utilizando los residuos de las variables (Q-Q plot) y la prueba de normalidad de 
Shapiro-Wilks modificado. Para la determinación de homogeneidad de varianzas se 
efectuaron gráficos (residuales vs predichos) de cada una de las variables y se realizó el 
test de Levene. Como no cumplió alguna de las pruebas anteriores, se aplicó un 
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ANOVA no paramétrico (Kruskal-Wallis). Se calcularon también los coeficientes de 
correlación de Pearson entre la longitud hifal y el número de ramificaciones para cada 
tratamiento. Para la realización de los análisis estadísticos se utilizó el software InfoStat. 
 
3.3. Resultados 
En el presente experimento in-vitro, se evidenció la influencia del As sobre los 
porcentajes de germinación, longitud hifal y el número de ramificaciones hifales de 
esporas de R. intraradices. La germinación del tratamiento control para el día 15 y 23 
fue de 53.00 y 64.00% respectivamente, siendo éstos los porcentajes de viabilidad de la 
población. El incremento de las concentraciones de As en el medio de cultivo mostró 
una tendencia a disminuir los porcentajes de germinación. A los 15 días después de la 
siembra, los tratamientos T2, T3, T4 y T5 se diferenciaron significativamente del 
tratamiento control, mostrando una disminución de la germinación, registrándose 
valores del 37.50%, 30.36%, 33.92% y 42.85% respectivamente. Para el T6 se observó 
una germinación del 10.00%, es decir 82.14% menos que el control, diferenciándose 
significativamente del resto de los tratamientos. En el caso de la dosis de 50 mgAs l
-1
 
(T7) no se registró germinación de esporas (figura 3.1). 
 
 
 
Figura 3.1. Efecto de concentraciones crecientes de As sobre la germinación de esporas de R. 
intraradices evaluada al día 15. Las barras representan las medias de cada tratamiento y la desviación 
estandar (DS) .Letras diferentes indican diferencias significativas determinadas en el ANOVA no 
paramétrico (Kruskal-Wallis)  (p < 0.05). 
 
Al día 23, no se observaron diferencias entre las dosis T1 y T3, aunque esta 
concentración generó una reducción del 15.62% en la germinación de esporas. La dosis 
T2 y T4 no se diferenciaron de la dosis T3 aunque se diferenciaron del tratamiento 
control (T1), reguistrando reducciones de 34.37% y 32.81% para las dosis  T2 y T4 
respectivamente. 
Al incrementar la dosis a T5, el porcentaje de germinación disminuyó (48.43%) 
diferenciándose del control y del T3 pero no de los tratamientos T2,y T4. La dosis del 
T6 mostró el menor porcentaje (un 84.37% menos que T0) y se diferenció 
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significativamente de todos los tratamientos. Nuevamente, no se registró germinación 
de esporas en el tratamiento T7. 
  En el caso de las tres dosis más elevadas (T5, T6 y T7), no hubo aumentos en el 
porcentaje de germinación, lo que demuestra que sólo a bajas dosis, el efecto del As fue 
de retardo en la germinación de esporas. En el resto de los casos hubo efectos letales 
(figura 3.2). 
 
 
Figura 3.2. Efecto de concentraciones crecientes de As sobre la germinación de esporas de R. 
intraradices evaluada al día 23. Las barras representan las medias de cada tratamiento y la desviación 
estandar (DS). Letras diferentes indican diferencias significativas determinadas en el ANOVA no 
paramétrico (Kruskal-Wallis) (p < 0.05).  
   
La longitud hifal evaluada al día 15 y 23 (figura 3.3 y 3.4), disminuyó al aumentar 
los niveles de As. En el día 15, no se detectaron diferencias significativas entre los 
tratamientos T1 y T2. Los tratamientos T3 y T4 no se diferenciaron entre ellos, aunque 
se difenreciaron con el resto de los tratamientos, registrando reducciones de la longitud 
hifal en un 55.21% y 51.03% respectivamente. Los tratamientos T5 y T6 se 
diferenciaron del resto de los tratamientos pero no entre ellos, mostrando los valores 
más bajos de longitudes hifales. No se evaluó la dosis T7 puesto que no presentó 
esporas germinadas. 
La evaluación al día 23 arrojó resultados similares a los registrados en el día 15. 
Nuevamente, las menores longitudes hifales se hallaron en los tratamientos T5 y T6, los 
cuales presentaron 82.07% y 92.85% de reducción de este parámetro respectivamente. 
Estos resultados estarían indicando no sólo un menor porcentaje de germinación de 
esporas de R. intraradices, sino también una menor longitud hifal con las 
concentraciones mayores de As, disminuyendo de esta forma, la posibilidad que tienen 
estos hongos de colonizar potenciales plantas hospedantes. 
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Figura 3.3. Efecto de concentraciones crecientes de As sobre la longitud de las hifas de R. intraradices 
evaluada al día 15. Las barras representan las medias de cada tratamiento y la desviación estandar (DS). 
El tratamiento de 50 mgAs l
-1
 (*) no presentó germinación de esporas, por lo que no existe longitud hifal. 
Letras diferentes indican diferencias significativas determinadas en el ANOVA no paramétrico (Kruskal-
Wallis) (p < 0.05).  
 
 
 
 
Figura 3.4. Efecto de concentraciones crecientes de As sobre la longitud de las hifas de R. intraradices 
evaluada al día 23. Las barras representan las medias de cada tratamiento y la desviación estandar (DS). 
El tratamiento de 50 mgAs l
-1
 (*) no presentó germinación de esporas, por lo que no existe longitud hifal.  
Letras diferentes indican diferencias significativas determinadas en el ANOVA no paramétrico (Kruskal-
Wallis) (p < 0.05). 
   
El número de ramificaciones al día 15 se comportó de manera análoga a la longitud 
hifal, no mostrando diferencias significativas entre los tratamientos T1 y T2.. Las 
diferencias fueron evidentes cuando los niveles de As incrementaron a 10 y 25 mgAs l
-1
 
(T5 y T6 respectivamente). Los tratamientos T5 y T6 presentaron una sola ramificación 
sobre un bajo número de esporas, diferenciándose del resto de los tratamientos pero no 
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entre ellas (figura 3.5). Al día 23 se observó un cambio en la tendencia observada 
anteriormente en las dosis más bajas, ya que el tratamiento T2 se diferencia del control 
(T1) (figura 3.6). Estos resultados indican que la tasa de ramificación hifal de éste 
tratamiento disminuyó diferenciándose del testigo. Por otra parte, se observó una 
correlación superior al 88.00% entre los largos hifales y el número de ramificaciones 
para todos los tratamientos. Esto evidencia que el As en altas concentraciones produjo 
un menor número de ramificaciones, e hifas de menor longitud.  
 
   
Figura 3.5. Efecto de concentraciones crecientes de As sobre la ramificación de las hifas de R. 
intraradices evaluada al día 15. Las barras representan las medias de cada tratamiento y la desviación 
estandar (DS). El tratamiento de 50 mgAs l
-1
 (*) no presentó germinación de esporas, por lo que no existe 
ramificación hifal. Letras diferentes indican diferencias significativas determinadas en el ANOVA no 
paramétrico (Kruskal-Wallis) (p < 0.05). 
 
  
Figura 3.6. Efecto de concentraciones crecientes de As sobre la ramificación de las hifas de R. 
intraradices evaluada al día 23. El tratamiento de 50 mgAs l
-1
 (*) no presentó germinación de esporas, 
por lo que no existe ramificación hifal. Letras diferentes indican diferencias significativas determinadas 
por el test de Tukey (p < 0.05).  
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En el caso del segundo experimento, donde se evaluó la germinación de esporas 
luego de haber estado en contacto por 23 días con distintas dosis de As, se obtuvieron 
los resultados expuestos en el cuadro 3.1. Los porcentajes de germinación de esporas 
fueron bajos y no se diferenciaron entre los distintos tratamientos evaluados. En las 
dosis de los tratamientos T6 y T7, los porcentajes de germinación vuelven a ser bajos o 
nulos, indicando una alta sensibilidad de las esporas a estas concentraciones.  
Los valores de largo hifal de las esporas recuperadas a partir de los tratamientos T6 y 
T7, observados para el séptimo día desde la siembra en agar-agua, superaron a los 
registrados en el día 15 expuestas a estas mismas dosis. A los 14 días de transferidas las 
esporas a agar-agua desde la concentración de 10 mgAs l
-1
, los valores de largo hifal no 
mostraron diferencias significativas con respecto al día 7 y al ensayo de exposición a 
As. Sin embargo, para el tratamiento T6 el largo hifal superó ampliamente los valores 
registrados en el ensayo anterior. Con respecto al número de ramificaciones, solo se 
registró una ramificación en las esporas provenientes del tratamiento T5 (cuadro 3.1). 
 
Cuadro 3.1  Efecto del Arsénico sobre el porcentaje de germinación, largo hifal del tubo germinativo y 
número de ramificaciones de esporas de R. intraradices transferidas a agar-agua. Los valores de las 
columnas con letras diferentes indican diferencias significativas determinadas por el test de Tukey (P < 
0.05). 
 
Concentración 
de As (mg l
-1
) 
Día 7 Día 14 
Germinación 
% 
Largo hifal 
(mm) 
Germinación 
% 
Largo hifal 
(mm) 
0.5 3(a) 0.10(ab) 3(a) 0.18(a) 
1 12(a) 0.05(ab) 13(a) 0.91(a) 
5 6(a) 0.02(a) 8(a) 1.32(a) 
10 20(a) 0.26(b) 20(a) 0.28(a) 
25 6(a) 0.18(a) 6(a) 1.03(a) 
 
 
3.4. Discusión 
Las esporas son los propágulos más importantes de los HFMA, por lo que la 
respuesta que estos simbiontes pueden producir en su hospedante, depende de la 
habilidad y la rapidez de la germinación y la colonización de la raíz (Tommerup, 
1983).  
Los resultados muestran que el As presenta claros efectos tóxicos sobre el estado pre-
simbiótico del hongo afectando la germinación de esporas, la longitud hifal y la 
ramificación de hifas. Al finalizar el primer ensayo, los porcentajes de germinación y el 
largo hifal del tubo germinativo no disminuyeron por el efecto del As hasta una dosis de 
5 mgAs l
-1
. Sin embargo la ramificación de hifas fue afectada a partir del T2. Esto pudo 
deberse a que la pared de las hifas son más permeables que las paredes 
multiestratificadas de las esporas, con lo cual las hifas del tubo germinativo resultan las 
estructuras más sensibles de estos hongos (Tommerup y Briggs, 1981).  
En el caso del As, Chan et al. (2013) encontraron una menor colonización por G. 
mosseae en plantas de arroz crecidas en un suelo contaminado con 80 mgAs kg
-1
 debido 
a efectos tóxicos del As sobre la producción de esporas y el crecimiento de las hifas. 
Contrariamente, Pedrosa-Gomes et al. (2015) registraron incrementos en la cantidad de 
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esporas producidas y en los niveles de colonización radical por Acaulospora 
scrobiculata en Brachiaria decumbens cultivadas en suelos con As. 
Ensayos realizados por Gildon y Tinker (1983) y Shalaby (2003) demostraron que 
esporas de G. mosseae y Glomus sp. aisladas de suelos contaminados con metales 
pesados fueron más tolerantes a Zn, Cd y Pb que las aisladas de suelos no 
contaminados. De igual manera, Weissenhorn et al. 1993 demostró que esporas de G. 
mosseae aisladas de sitios enriquecidos con Cd eran mas tolerantes que esporas de la 
misma especie aisladas de un sitio no contaminado. Wu et al. (2009) analizaron la 
tolerancia de esporas de G. mosseae y G. etunicatum provenientes de suelos no 
contaminados a tres dosis de As. El hongo G. mosseae disminuyó su germinación en un 
60.00% cuando se la sometió a dosis de 2.5µM de As y en un 80.00% cuando la dosis 
fue de 5µM. En cambio, G. etunicatum disminuyó su porcentaje de germinación en un 
83.00% y prácticamente en un 100%, respectivamente. Sin embargo, tal como se 
mencionó con anterioridad en el presente experimento, las esporas de R. intraradices 
aisladas de un suelo no contaminado, mantuvieron su status de germinación hasta una 
dosis de 5 mgAs l
-1
 indicando una moderada tolerancia a este metaloide. 
También se han realizado estudios con otros contaminantes y, en forma paralela con 
nuestros resultados, diversos autores resgistraron reducciones de la germinación, 
longitud hifal y ramificaciones hifales de esporas de R. intraradices sometidas al 
biocida triclosán y a la contaminación con diesel (Twanabasu et al., 2013; Driai et al. 
2015). Por otra parte, Buysens et al. (2015) demostraron que la exposición de los 
propágulos de R. irregularis a los fungicidas Azoxystrobin y Pencycuron no 
presentaron reducciones en la germinación de esporas. Así mismo, Pawlowska y 
Charvat (2004) observaron un incremento en la longitud hifal cuando se sometió a las 
esporas de R. intraradices a pequeñas dosis de Cd o Pb. Si bien se trata de otros 
elementos tóxicos, los resultados de este experimento se contraponen. 
Cuando se analizó la recuperación de la capacidad germinativa de las esporas de R. 
intraradices luego de haber estado sometidas a As (segundo experimento) solo se 
detectaron diferencias significativas en la longitud hifal del tratamiento de 10 mgAs l
-1 
(T5). Lo detectado en este ensayo, podría ser el resultado de una suma de factores, 
siendo uno de ellos la viabilidad de esporas y/o susceptibilidad al As dados por la 
diversidad intraespecífica de la población (Wu et al., 2009). 
Como se mencionó previamente la germinación de esporas puede ser afectada por 
varios factores, tales como la necesidad de un periodo de latencia (Safir et al., 1990), 
humedad del suelo, temperatura, pH, luz y CO2 (Graham, 1982; Siqueira et al., 1985; 
Gemma y Koske, 1988; Bécard et al., 1992), flavonoides (Gianinazzi-Pearson, 1989); 
así como por la presencia de bacterias (Azcón, 1989), pero es independiente de la 
presencia del hospedante. 
El proceso de germinación tiene lugar con presencia (Giovannetti et al., 1994; Miller 
y Oldroyd, 2012) o ausencia de exudados radicales (Smith y Read, 2008; Twanabasu et 
al., 2013; Driai et al., 2015). La mayoría de las investigaciones indica que los exudados 
de las plantas no son necesarios para la germinación de las esporas (Maia y Yano-Melo, 
2001; Smith y Read, 2008), aunque también se registran efectos estimulatorios de los 
exudados de plantas micorrícicas (Gianinazzi-Pearson et al., 1989; David-Schwartz et 
al., 2001) e incluso efectos negativos de exudados, provenientes de plantas no 
micorrícicas (Schreiner and Koide, 1993a, 1993b). Los exudados son un factor externo 
que afecta estos procesos y cuando no se encuentran presentes, el crecimiento de las 
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hifas se realiza a expensas de las reservas contenidas en la espora (Smith y Read, 2008). 
Los resultados de esta tesis, entonces, reflejan el efecto directo del As sobre las esporas 
de los HFMA. 
 
3.5. Conclusiones preliminares 
Estos resultados indican que el As tiene un efecto tóxico sobre el estado pre-
simbiótico de la colonización micorrícica, causando un retardo en la germinación de 
esporas sometidas a bajas concentraciones de As. Cuando las esporas están sometidas a 
altas concentraciones de As se observaron efectos letales. Se registró una disminución 
de los porcentajes germinados, longitud hifal y número de ramificaciones al aumentar la 
concentración de As en el medio. La ramificación hifal fue afectada a una dosis inferior 
(T2) que el largo hifal (T3) y la germinación de esporas (T4). Lo detectado en este 
capítulo, implica que ante la presencia de As, se podría reducir la posibilidad que tienen 
estos hongos de colonizar potenciales plantas hospedantes, debido a una menor cantidad 
de esporas con potencialidad de germinar y además a una reducción en la ramificación 
de sus hifas. Por otra parte, se evidenció en el segundo experimento que las esporas 
sometidas a 10 mgAs l
-1
 tienen la capacidad de incrementar la longitud hifal cuando se 
las retira del medio con As.  
Con respecto a la hipótesis planteada, se concluye que se acepta. El efecto negativo 
de niveles crecientes de As en el medio de cultivo no es lineal. La longitud hifal, no se 
modificó entre las dosis de 0 a 0.5 mgAs l
-1
. La ramificación de las hifas tampoco 
respondió linealmente al incrementar la concentración de As. Por otra parte, en acuerdo 
con la predicción, se evidenciaron efectos letales en esporas sometidas a las dosis de 25 
mgAs l
-1
 y 50 mgAs l
-1
. 
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CAPITULO 4 
Influencia del hongo micorrícico arbuscular Rhizophagus 
intraradices sobre los efectos negativos del arsénico en soja y trigo 
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4.1. Introducción 
Como se ha expuesto anteriormente en el Capítulo 1, los HFMA tienen la capacidad 
de mejorar el crecimiento de sus hospedantes, y aumentar su resistencia a enfermedades, 
plagas y sequía a través de una optimización en la absorción de agua y nutrientes 
(Simard y Durall, 2004). Por otra parte, juegan un importante rol en los ecosistemas 
contaminados pudiendo influenciar la acumulación de metales pesados, metaloides y 
compuestos orgánicos en la planta hospedante. Esto se debe a la transformación o 
inmovilización de los contaminantes en el suelo o el transporte hacia la planta. De esta 
forma, se pueden observar aumentos o disminuciones en la acumulación de los mismos 
(de Andrade et al., 2005; Marques et al., 2006; Wang et al., 2007).  
Como se mencionó anteriormente en el Capítulo 1, el As se encuentra naturalmente 
en aguas subterráneas, y también puede encontrase en suelos, principalmente debido al 
uso de agua de riego y diversas actividades antropogénicas (Mandal y Zuzuki 2002; 
Smedley y Kinniburgh, 2002). Cuando los suelos poseen altas concentraciones de As 
afectan negativamente a los cultivos, la simbiosis Bradyrhizobium-leguminosa y la 
seguridad de los alimentos (Abedin et al., 2002a, b, c; Rahman et al., 2007; Brammer y 
Ravenscroft, 2008;  Dahal et al., 2008; Talano et al., 2013).  
Las plantas expuestas a un incremento en los niveles de As en el suelo sufren estrés 
oxidativo, y muestran síntomas de toxicidad, tales como inhibición de la germinación, 
una disminución del contenido de clorofila y fotosíntesis, reducción de altura, macollaje 
o ramificación, reducción de la biomasa aérea y radical, e incluso muerte de la planta 
(Rahman et al., 2007; Pigna et al., 2008). Sin embargo, algunas plantas pueden 
acumular altos niveles de As (Adriano, 1986).  Por ejemplo, Bhumbla y Keefer (1994) 
encontraron concentraciones de 6 a 12 mgAs kg
-1
 (peso fresco) en la alfalfa creciendo 
en suelos que contienen de 25 a 50 mg como kg
-1
. Tsutsumi (1983) encontró 
concentraciones de arsénico hasta 149 mg kg
-1
 en la paja de arroz, creciendo con una 
concentración de 312 mgAs kg
-1
 en el suelo. 
Pocos estudios compararon la absorción de As por diferentes especies de plantas. 
Wauchope (1983) informó que la acumulación de As en los tallos fue proporcional a las 
concentraciones de As soluble en el suelo y fue similar en plantas de diferentes 
especies. Contrariamente, Otte y Ernst (1994) encontraron que la absorción de arsénico 
por las raíces puede ser muy diferente entre distintas especies de plantas. 
El arroz, uno de los principales cultivos en las áreas asiáticas comúnmente 
contaminadas con este elemento, ha sido el cereal más investigado en relación con la 
toxicidad del As (Zhao et al., 2010). En contraste, los efectos del As en soja y trigo han 
sido mucho menos estudiados, especialmente el primero (Bustingorri y Lavado, 2014; 
Bustingorri et al., 2015; Pigna et al., 2008). Bustingorri et al. (2015) encontraron, al 
igual que otros autores en arroz y otros cultivos (Abedin et al., 2002; Pigna et al., 2008; 
Panaullah et al., 2009), que las raíces de las plantas de soja son los órganos más 
afectados por el As, seguidos por las hojas. Contrastando con lo descrito en plantas de 
arroz (Heikens et al., 2007), la altura de las plantas de soja se afecta extremadamente. 
Por otra parte, y al igual que en otros cultivos como el arroz o la cebada (Heikens et al., 
2007), el rendimiento en grano es el parámetro mas sensible en plantas de soja 
(Bustingorri et al., 2015). Estos mismos autores, encontraron una estrecha relación entre 
rendimiento de soja y concentración de As en el suelo. El agua de riego con 
concentraciones elevadas de As también afecta a los cultivos. Algunos autores (citados 
por Heikens et al., 2007) encontraron que una concentración en agua de superior a 0.2 
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mgAs l
-1
 causa efectos negativos en arroz, mientras que en soja Bustingorri y Lavado 
(2014) encontraron el límite de 0.6 mgAs l
-1
. En general, la concentración de As en soja 
sigue el orden raíz>hojas>tallos>silicuas>granos (Lee y Yu, 2012). En el caso del 
cultivo de trigo, los efectos generados por el As incluyen una reducción del peso seco de 
raíces, tallos y espigas, y los componentes del rendimiento, encontrándose también una 
elevada relación entre rendimiento y concentración de As en el suelo. Sin embargo, Liu 
et al. (2012) detectaron incrementos en el rendimiento y en la altura de plantas de trigo 
crecidas en suelos con 60 mgAs kg
-1
; no obstante se obtuvieron efectos nocivos cuando 
la dosis aumentó a 80 mgAs kg
-1
. La concentración de arsénico en los tejidos de trigo, 
sigue el orden raíces>tallos>hojas y raquis>granos>glumas>aristas (Zhang et al., 2009). 
Estudios recientes mostraron que las plantas, en condiciones naturales, pueden 
asociarse a HFMA en suelos contaminados con As y mejorar su resistencia al metaloide 
(González-Chávez et al., 2002; Meharg y Hartley-Whitaker, 2002). Sin embargo, se han 
obtenido resultados contradictorios en cuanto a los efectos de la inoculación con hongos 
micorrícicos arbusculares en la acumulación de As en las plantas. En el helecho 
hiperacumulador Pteris vittata inoculado con un hongo micorrícico aislado de suelos 
enriquecidos con As, fueron encontradas concentraciones elevadas de As (Leung et al., 
2006). En cambio, se detectaron bajas concentraciones en lenteja (Ahmed et al., 2006), 
trébol (Chen et al., 2007) y tomate (Liu et al., 2005) inoculados con Glomus mosseae, 
en girasol inoculados con G. aggregatum (Ultra et al., 2007a) y en maíz inoculados con 
G. mosseae y G. etunicatum (Yu et al., 2010). Este comportamiento contrastante indica 
que la extracción o inmovilización de As en el suelo varía de acuerdo con las 
características de la combinación planta-hongo. 
Surge entonces la necesidad de conocer cuál será el efecto y el destino de este 
metaloide en cada cultivo, cuando estos se encuentran asociados a HFMA.  
 
Objetivo 
Determinar el efecto del HFMA (Rhizophagus intraradices) en soja y trigo 
desarrollados en suelos con presencia de As, analizando la inmovilización, absorción y 
posterior acumulación del metaloide en los tejidos vegetales. 
 
Hipótesis  
La micorriza revierte el efecto nocivo del As sobre el crecimiento vegetal y modifica 
su contenido en ambos cultivos, aunque este metaloide afecte su estado pre-simbiótico. 
Predicción: La colonización radical será afectada por el As, sin embargo el HFMA 
contribuirá a incrementar la biomasa aérea y radical de las plantas de soja y trigo y a 
reducir su contenido en los tejidos.  
 
4.2. Materiales y Métodos 
Se realizaron sendos experimentos en invernáculo, bajo condiciones semi-
controladas. Se utilizaron plantas de soja (cultivar 4990) y trigo (cultivar B30), ambos 
de la empresa Nidera S.A. El sustrato utilizado para este experimento, fue el indicado en 
el Capítulo 2. Se realizó un diseño experimental factorial completamente aleatorizado 
con diez repeticiones por cada tratamiento, colocando una única planta por cada maceta. 
Se aplicaron tres niveles de As como arseniato de sodio (0, 25 y 50 mgAs kg
-1
) y dos 
niveles de inoculación con el HFMA R. intraradices (plantas no inoculadas y plantas 
inoculadas). Tal como se detalló en el Capítulo 2, para asemejar la situación a la de 
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suelos contaminados en condiciones normales, se forzó la interacción entre el As 
soluble aplicado y la matriz del sustrato mediante ciclos semanales de humedecimiento-
secado (Bustingorri et al., 2015). Se utilizaron macetas de 1000 cm
3
 de capacidad, 
conteniendo el sustrato mencionado anteriormente previamente tindalizado. Se lo 
mantuvo entre el 70 y el 90% de la capacidad de campo, evitando pérdidas de la 
solución por acción del drenaje. 
Para ambos ensayos, las semillas se desinfectaron superficialmente utilizando etanol 
70% e hipoclorito de sodio 3% durante 3 minutos y se enjuagaron varias veces con agua 
destilada estéril. Antes de la siembra, se colocaron en los tratamientos correspondientes 
11 g del inóculo de R. intraradices conteniendo 162 esporas por g de suelo seco. El 
inóculo fue un inóculo general, conteniendo fragmentos de raíz micorrizados, esporas y 
micelio extraradical, tal como se detalló en el Capítulo 2.  
Setenta días después de la siembra, las plantas se cosecharon. En ese momento las 
plantas de soja del tratamiento control  alcanzaron el estado fenológico R4 (formación 
de vaina completa). Por su parte, las plantas de trigo del mismo tratamiento el estado Z5 
(espigazón) según la escala propuesta por Zadoks et al. (1974). Se midió la altura de las 
plantas (solo tallo principal), el número de hojas, se registraron los estados fenológicos 
alcanzados, se cosechó la biomasa aérea y se recuperaron las raíces mediante tamizado 
y lavado con agua corriente y se midió su longitud. Todas las muestras de biomasa 
aérea y radical, se enjuagaron con agua destilada, se secaron a 80ºC durante 72 h hasta 
alcanzar un peso constante, momento en el cual fueron pesadas. Se cuantificó el 
porcentaje de colonización micorrícica tomando muestras de las raíces de cada una de 
las plantas, tal como de detalla en el Capítulo 2.  
Por otra parte, se determinó el As biodisponible en el sustrato, el contenido de As en 
la biomasa radical y en las hojas, siguiendo las técnicas indicadas en el Cap. 2. Para 
estimar el comportamiento de la soja y el trigo en relación con el As, se determinaron el 
factor de translocación (TF) y el factor de bioconcentración (BCF). El TF valora la 
habilidad de las plantas para transferir As de la raíz a las hojas, mientras el BCF es la 
relación entre la concentración en los tejidos de la planta y la concentración en el suelo 
(Audet y Charest, 2007; Orlowska et al., 2012; Talano et al., 2013). Los TF y BCF se 
calcularon de la siguiente forma: 
 
TF= Concentración de As en hojas (mg kg
-1
) 
  Concentración de As en raíces (mg kg
-1
) 
 
BCF= Concentración de As en la biomasa vegetal (mg kg
-1
) 
   Concentración de As en el suelo (mg kg
-1
) 
 
También se determinó el llamado umbral límite de fitotoxicidad (LC50) al As. El 
LC50 se define como la concentración de As en las hojas más allá del cual el 
rendimiento del cultivo disminuye un 50% (Jha et al., 2009). Para el cálculo de este 
umbral, se efectuaron análisis de regresión entre las variables biomasa y concentración 
de As. 
Todos los datos obtenidos en estos experimentos fueron sometidos a un análisis 
exploratorio para determinar su normalidad y homocedásticidad. Para determinar la 
normalidad de efectuaron gráficos utilizando los residuos de las variables (Q-Q plot) y 
la prueba de normalidad de Shapiro-Wilks modificado. Para la determinación de 
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homogeneidad de varianzas se efectuaron gráficos (residuales vs predichos) de cada una 
de las variables y se realizó el test de Levene. En aquellos parámetros que no 
cumplieron los supuestos, los datos fueron transformados con la función logaritmo para 
cumplir con los supuestos del análisis de varianza. El software estadístico utilizado fue 
el InfoStat. Además, se realizó un análisis de componentes principales donde se 
analizaron todas la variables evaluadas en cada experimento. En este caso se utilizó el 
paquete estadístico R. 
 
4.3. Resultados  
La concentración de As biodisponible en el sustrato se incrementó en la medida que 
aumentó la dosis de As agregada (figura 4.1). Los valores de As biodisponible fueron 
semejantes en ambos experimentos, por lo que la figura presenta un valor medio entre 
los dos casos (experimento de soja y experimento de trigo). 
 
 
 
Figura 4.1.  Concentración de As biodisponible en el sustrato, de acuerdo con el tratamiento. R. i – 
corresponde a plantas no inoculadas con R. intraradices y R. i + corresponde a plantas inoculadas. Las 
barras verticales representan la desviación estándar. Cada valor representa el valor medio obtenido a 
partir de 10 réplicas. Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05) de acuerdo 
con el test de Tukey. 
 
4.3.1. Soja 
La biomasa aérea y la radical disminuyeron a medida que se incrementó la 
concentración de As en el sustrato (figura 4.2). No se registró efecto del HFMA en el 
sustrato no contaminado, pero las plantas inoculadas con el HFMA mostraron una 
mejora significativa de la biomasa cuando fueron expuestas a 25 y 50 mgAs kg
-1
 
sustrato. 
La biomasa radical de las plantas de soja inoculadas con el HFMA fue mayor en los 
tratamientos 0 y 50 mgAs kg
-1
. 
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Figura 4.2. a) Biomasa aérea de las plantas de soja obtenida a diferentes concentraciones de As en el 
sustrato expresada como g de peso seco. R. i – corresponde a plantas no inoculadas con R. intraradices y 
R. i + corresponde a plantas inoculadas. Las barras negras corresponden a una concentración de 0 mgAs 
kg
-1
; gris oscuro a 25 mgAs kg
-1
 y gris claro a 50 mgAs kg
-1
. b) Biomasa radical (materia seca). Las 
barras verticales representan la desviación estándar. Cada valor representa el valor medio obtenido a 
partir de 10 réplicas. Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05) de acuerdo 
con el test de Tukey.  
 
La altura de la planta y el número de hojas (figura 4.3) muestran un comportamiento 
similar al de la biomasa aérea. La longitud radical disminuye significativamente en 
plantas no inoculadas sometidas a As. Las raíces de las plantas inoculadas muestran la 
misma longitud que el tratamiento control (0 mgAs kg
-1
 sustrato) (figura 4. 4).  
  
 
Figura 4.3. Características de las plantas de soja. a) Altura de planta; b) Número de hojas funcionales. R. 
i – corresponde a plantas no inoculadas con R. intraradices y R. i + corresponde a plantas inoculadas. Las 
barras negras corresponden a una concentración de 0 mgAs kg
-1
; gris oscuro a 25 mgAs kg
-1
 y gris claro a 
50 mgAs kg
-1
. Las barras verticales representan la desviación estándar. Cada valor representa el valor 
medio obtenido a partir de 10 réplicas. Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 
0.05) de acuerdo con el test de Tukey. 
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No fue detectada colonización micorrícica en plantas no inoculadas. La colonización 
micorrícica disminuyó cuando el As fue agregado al sustrato. La adición de 25 mgAs 
kg
-1 
causó una disminución en la colonización radical de R. intraradices. Sin embargo, 
no se detectaron diferencias entre las dosis de 25 y 50 mgAs kg
-1
 (figura 4.4). 
 
 
Figura 4.4. Características de las plantas de soja. a) Longitud radical; b) Colonización micorrícica. R. i – 
corresponde a plantas no inoculadas con R. intraradices y R. i + corresponde a plantas inoculadas. Las 
barras negras corresponden a una concentración de 0 mgAs kg
-1
; gris oscuro a 25 mgAs kg
-1
 y gris claro a 
50 mgAs kg
-1
. Las barras verticales representan la desviación estándar. Cada valor representa el valor 
medio obtenido a partir de 10 réplicas. Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 
0.05) de acuerdo con el test de Tukey. 
 
La figura 4.5 muestra la evolución fenológica de las plantas de soja al momento de la 
cosecha (70 días después de la siembra), expresada como porcentaje del número de 
plantas. Estos datos muestran que las plantas de soja alcanzaron diferentes estados de 
desarrollo, de acuerdo al tratamiento al que fueron sometidas. En el Control, las plantas 
inoculadas o no inoculadas alcanzaron el estado R4 (plantas con vainas completamente 
formadas) mientras que todas las plantas no inoculadas expuestas a 25 y 50 mgAs kg
-1
 
alcanzaron también estados reproductivos, pero sólo llegaron al estado R2 (plantas en 
floración completa). La inoculación con el HFMA revirtió parcialmente este retraso: 
80.00% de las plantas en presencia de 25 mgAs kg
-1
 alcanzaron el estado R3 (comienzo 
de formación de vainas) mientras que un 40.00% de las plantas sometidas a 50 mgAs 
kg
-1
 alcanzaron el mismo estado (R3). El resto de las plantas alcanzaron sólo el estado 
R2.  
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Figura 4.5. Porcentaje de las plantas soja mostrando los diferentes estados fenológicos, según los 
tratamientos R. i – corresponde a plantas no inoculadas con R. intraradices y R. i + corresponde a plantas 
inoculadas. 
 
Por su parte, la concentración de As en la biomasa aérea y radical (figura 4.6) se 
incrementó siguiendo el aumento de As en el sustrato. Las plantas inoculadas mostraron 
menor concentración de As en la biomasa aérea y radical que las no inoculadas, pero los 
menores valores en las raíces fueron claramente más marcados. La concentración de As 
en raíces fue un orden de magnitud mayor que el determinado en la biomasa aérea. La 
inoculación con el HFMA modificó este resultado dado que redujo a un tercio el As 
acumulado en las raíces y, en forma menos pronunciada, redujo el As acumulado en 
hojas.  
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Figura 4.6. Concentración de As en soja. a) Biomasa aérea; b) Biomasa radical. R. i – corresponde a 
plantas no inoculadas con R. intraradices y R. i + corresponde a plantas inoculadas. Las barras negras 
corresponden a una concentración de 0 mgAs kg
-1
;gris oscuro a 25 mgAs kg
-1
 y gris claro a 50 mgAs kg
-1
. 
Las barras verticales representan la desviación estándar. Cada valor representa el valor medio obtenido a 
partir de 10 réplicas. Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05) de acuerdo 
con el test de Tukey. Los datos fueron transformados con la función logaritmo para cumplir con los 
supuestos del análisis de varianza. 
 
El FT de las raíces a las hojas en plantas no inoculadas se encontró entre 0.007-0.035 
mientras que en las plantas inoculadas se estableció entre 0.028-0.081. El BCF, por su 
parte, se  incrementó a medida que la concentración de As se incrementó en el sustrato. 
En plantas no inoculadas, el BCF fue de 9.47; 84.33 y 102.65 para los tratamientos con  
0, 25 y 50 mgAs kg
-1
, respectivamente, mientras que en plantas inoculadas el BCF fue 
1.56; 23.79 y 36.07 para los tratamientos 0, 25 y 50 mgAs kg
-1
, respectivamente. Las 
plantas inoculadas con R. intraradices mostraron valores de BCF menores en los 
tratamientos con las concentraciones 25 y 50 mgAs kg
-1
. El LC50 fue de 5.15 ± 0.15 
mgAs kg
-1
 en plantas no inoculadas y 7.59 ± 1.09 mgAs kg
-1
 en las inoculadas. 
 
Cuadro 4.1: Factor de bioacumulacion (BCF) As x inoculación: F = 210.32 p < 0.0001; y factor de 
traslocación (FT) As x inoculación: n.s. R. i – corresponde a plantas no inoculadas con R. intraradices y 
R. i + corresponde a plantas inoculadas. Cada valor representa el valor medio obtenido a partir de 10 
réplicas, seguido por su desvisación estándar. Las letras indican diferencias significativas entre 
tratamientos (p < 0.05) de acuerdo con el test de Tukey. 
 
Concentración de As 
(mgAs kg
-1
) 
Inoculación BCF FT 
0 
R. i - 9.47 ± 0.34  d 0.007 ± 0.00 
R. i + 1.56 ± 0.04  e 0.028 ± 0.03 
25 
R. i - 84.33 ± 3.81 a 0.035 ± 0.00 
R. i + 23.79 ± 0.74 c 0.081 ± 0.01 
50 
R. i - 102.65 ± 6.57 a 0.022 ± 0.00 
R. i + 36.07 ± 3.23 b 0.054 ± 0.00 
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El análisis de parámetros (biomasa aérea, biomasa radical, longitud radical, número 
de hojas funcionales, altura, colonización micorrícica, contenido de As en hojas y en 
raíces) a través de componentes principales (PCA) mostró que los primeros dos 
componentes explican el 92.96% de la varianza (figura 4.7). Las variables contenido de 
As en hojas y raíces se ubicaron hacia el lado negativo del componente 1 (82.47%), 
quedando ubicados el resto de los parámetros (biomasa aérea, biomasa radical, longitud 
radical, número de hojas funcionales y colonización radical) en el lado positivo del 
mismo eje. Por otra parte, todos los parámetros radicales evaluados (biomasa, longitud y 
colonización) se agrupan sobre el lado positivo del componente 2 (10.49%). 
La figura 4.8 presenta el análisis de la distribución en el espacio de los distintos 
tratamientos ensayados. Se puede observar que para el componente 1, hacia el lado 
positivo se ubicaron los tratamientos sin As, mientras que hacia el lado negativo se 
ubicaron los tratamientos de 25 y 50 mgAs kg
-1
 de sustrato. Sobre el lado negativo del 
componente 2 se ubicaron los tratamientos sin inoculación (amarillo, celeste y rojo para 
0, 25 y 50 mgAs kg
-1
 respectivamente) mientras que hacia  el lado positivo se ubicaron 
los tratamientos inoculados (verde, naranja y violeta para 0, 25 y 50 mgAs kg
-1
 
respectivamente). En la figura se observa con claridad que la inoculación con HFMA 
permitió mantener en el lado positivo del componente 1 a todas las plantas inoculadas, 
incluso aquellas que se desarrollaron con elevadas concentraciones de As en el sustrato 
(figura 4.8). 
 
Figura 4.7. Análisis de componentes principales de las distintas variables analizadas en el experimento 
de soja: biomasa aérea, biomasa radical, longitud radical, número de hojas funcionales, altura, 
colonización micorrícica, contenido de As en hojas y en raíces. 
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Figura 4.8. Análisis de componentes principales de los distintsos tratamientos evaluados en el 
experimento de soja. Los puntos señalados con amarillo corresponden al tratamiento 0 mgAs kg
-1
, con 
celeste a 25 mgAs kg
-1
, con rojo a 50 mgAs kg
-1
, con verde a 0 mgAs kg
-1
 + R. i, con naranja a 25 mgAs 
kg
-1
 + R. i y los puntos señanados con violeta a 50 mgAs kg
-1
 + R. i. 
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4.3.2. Trigo 
La biomasa aérea y radical de trigo, disminuyó al incrementar la concentración de As 
en el suelo. La incorporación del hongo micorrícico, permitió mantener la biomasa 
aérea obtenida a la dosis intermedia (25 mgAs kg
-1
). El HFMA evitó la disminución de 
la biomasa radical por efecto del As (figura 4.9).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.9. a) Biomasa aérea de las plantas de trigo obtenida a diferentes concentraciones de As en el 
sustrato expresado como g de peso seco. R. i – corresponde a plantas no inoculadas con R. intraradices y 
R. i + corresponde a plantas inoculadas. Las barras negras corresponden a una concentración de 0 mgAs 
kg
-1
; gris oscuro a 25 mgAs kg
-1
 y gris claro a 50 mgAs kg
-1
. b) Biomasa radical (materia seca). Las 
barras verticales representan la desviación estándar. Cada valor representa el valor medio obtenido a 
partir de 10 réplicas. Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05) de acuerdo 
con el test de Tukey.  
 
La altura de las plantas de trigo disminuyó a medida que se incrementó la 
concentración de As en el sustrato. El efecto de la inoculación con el hongo micorrícico, 
solo se observó a la dosis de 50 mgAs kg
-1
, donde se registró un aumento de este 
parámetro (figura 4.10). La longitud radical, por su parte, disminuyó con el  incremento 
de la concentración de As en el sustrato, sin embargo, no se detectaron efectos 
significativos de la inoculación con el HFMA ni en la interaccion (As x incoculación) 
(figura 4.11 a). La colonización de las plantas de trigo, se redujo en más de un 45.00% 
al incrementarse la concentración de As a 25 mgAs kg
-1
, sin embargo, el incremento de 
la concentración de As a 50 mgAs kg
-1
 no significó una reducción mayor (figura 4.11 
b).  
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Figura 4.10. Altura de las plantas de trigo. Las barras negras corresponden a una concentración de 0 
mgAs kg
-1
; gris oscuro a 25 mgAs kg
-1
 y gris claro a 50 mgAs kg
-1
. R. i – corresponde a plantas no 
inoculadas con R. intraradices y R. i + corresponde a plantas inoculadas. Las barras verticales representan 
la desviación estándar. Cada valor representa el valor medio obtenido a partir de 10 réplicas. Las letras 
indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05) de acuerdo con el test de Tukey. 
 
 
 
Figura 4.11. Características de las plantas de trigo. a) Longitud radical; b) Colonización micorrícica. R. i 
– corresponde a plantas no inoculadas con R. intraradices y R. i + corresponde a plantas inoculadas. Las 
barras negras corresponden a una concentración de 0 mgAs kg
-1
; gris oscuro a 25 mgAs kg
-1
 y gris claro a 
50 mgAs kg
-1
. Las barras verticales representan la desviación estándar. Cada valor representa el valor 
medio obtenido a partir de 10 réplicas. Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 
0.05) de acuerdo con el test de Tukey. 
 
La evolución fenológica del cultivo de trigo, no se modificó con la incorporación del 
As al sustrato, por lo que no se encontraron diferencias significativas entre plantas 
inoculadas y no inoculadas. Todas las plantas alcanzaron el estado principal número Z5. 
No obstante se observó una tendencia a estados menos avanzados de la escala, no 
significativa, en las plantas no inoculadas sometidas a As. 
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Por su parte, la concentración de As en la biomasa aérea de las plantas de trigo se 
incrementó al incorporar As al sustrato. Sin embargo, este incremento no siguió el 
aumento de As en el sustrato, debido a que no se observaron aumentos significativos 
entre la concentración de 25 y 50 mgAs kg
-1
. En raíz, en cambio, la concentración de As 
se incrementó siguiendo el aumento de As incorporado al sustrato. En ambos casos, la 
inoculación con R. intraradices redujo la concentración de As en la biomasa. En 
biomasa aérea, la concentración disminuyó un 37.85% y un 36.69% con las dosis de 25 
y 50 mgAs kg
-1
, respectivamente; en el caso de la raíz, la disminución fue del 13.15% y 
28.78% respectivamente (figura 4.12).  
 
 
 
Figura 4.12.  Concentración de As en trigo. a) Biomasa aérea; b) Biomasa radical. R. i – corresponde a 
plantas no inoculadas con R. intraradices y R. i + corresponde a plantas inoculadas. Las barras negras 
corresponden a una concentración de 0 mgAs kg
-1
; gris oscuro a 25 mgAs kg
-1
 y gris claro a 50 mgAskg
-1.
 
Las barras verticales representan la desviación estándar. Cada valor representa el valor medio obtenido a 
partir de 10 réplicas. Las letras indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05) de acuerdo 
con el test de Tukey. Los datos fueron transformados con la función logaritmo para cumplir con los 
supuestos del análisis de varianza. 
 
El FT en plantas no inoculadas se encontró entre 0.04-0.35 mientras que en las 
plantas inoculadas se mantuvo entre 0.04-0.24. Este factor fue menor que 1 y no mostró 
efecto de la inoculación con R. intraradices. El BCF aumentó a medida que la 
concentración de As se incrementó en el sustrato. En plantas no inoculadas, el BCF fue 
de 5.76; 141.39 y 173.63 para los tratamientos con 0, 25 y 50 mgAs kg
-1
, 
respectivamente, mientras que en plantas inoculadas el BCF fue 3.34; 73.23 y 73.38 
para los tratamientos 0, 25 y 50 mgAs kg
-1
, respectivamente. Finalmente, el LC50 fue 
de 41.77 ± 5.36 para plantas sin inocular con HFMA y de 58.26 ± 4.26 para plantas 
inoculadas (Cuadro 4.2). 
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Cuadro 4.2: Factor de bioacumulacion (BCF) As x inoculación: F = 35.30; p < 0.0001; y factor de 
traslocación (FT) As x inoculación: F = 19.37; p < 0.0001. Cada valor representa el valor medio obtenido 
a partir de 10 réplicas, seguido por su desvisación estándar. Las letras indican diferencias significativas 
entre tratamientos (p < 0.05) de acuerdo con el test de Tukey. 
 
Concentración de As 
(mgAs kg
-1
) 
Inoculación BCF FT 
0 
R. i - 5.76 ± 0.63 d  0.04 ± 0.01 d 
R. i + 3.34 ± 0.50 d  0.04 ± 0.01 d 
25 
R. i - 141.39 ± 16.86 b 0.35 ± 0.01 a 
R. i + 73.23 ± 4.88 c  0.24 ±0.02 b 
50 
R. i - 176.63 ± 31.96 a 0.19 ± 0.04 c 
R. i + 73.38 ± 2.33 c  0.17 ± 0.02 c 
 
El análisis de componentes principales correspondiente a los parámetros biomasa 
aérea, biomasa radical, altura de las plantas, longitud radical, colonización micorrícica y 
contenido de As en los tejidos vegetales arrojó que las dos primeras componentes 
explican el 73.17% de la varianza (figura 4.13). Las variables contenido de As en hojas 
y raíces se ubicaron hacia el lado negativo del componente 1 (60.07%), quedando 
ubicados el resto de los parámetros en el lado positivo del mismo eje. De acuerdo al 
componente 2, la biomasa y longitud radical se agruparon sobre el lado positivo de 
dicho eje, mientras que la biomasa aérea, altura y colonización, se agruparon sobre el 
lado negativo del mismo (13.10%). 
La figura 4.14 presenta el análisis de la distribución en el espacio de los distintos 
tratamientos ensayados. Se observa que sobre el lado positivo del componente 1 se 
encuentran los tratamientos sin agregado de As al sustrato (verde y amarillo), mientras 
que del lado negativo, se encuentran dos de los tratamientos sometidos a As (celeste y 
rojo). Por otra parte, se observa que estos dos tratamientos de 25 mgAs kg
-1
 y 50 mgAs 
kg
-1
 se separan del resto, mientras que las plantas micorrizadas crecidas en los mismos 
niveles de As (naranja y violeta) se agrupan en el centro del eje de coordenadas. El 
componente 2 no permite diferencias espacialmente los distintos tratamientos.  
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Figura 4.13. Análisis de componentes principales de las distintas variables analizadas en el experimento 
de trigo: biomasa aérea, biomasa radical, longitud radical, altura, colonización micorrícica, contenido de 
As en hojas y en raíces. 
 
 
Figura 4.14. Análisis de componentes principales de los distintsos tratamientos evaluados en el 
experimento de soja. Los puntos señalados con amarillo corresponden al tratamiento 0 mgAs kg
-1
, con 
celeste a 25 mgAs kg
-1
, con rojo a 50 mgAs kg
-1
, con verde a 0 mgAs kg
-1
 + R. i, con naranja a 25 mgAs 
kg
-1
 + R. i y los puntos señanados con violeta a 50 mgAs kg
-1
 + R. i. 
 
4.4. Discusión 
La concentración de As biodisponible en el sustrato se elevó en la medida que se 
incrementaron los aportes del elemento. Sin embargo, no existió proporcionalidad entre 
lo agregado y lo determinado. Esto se debe a que el arseniato fue adsorbido por los 
componentes del suelo, tales como óxidos de aluminio, hierro y manganeso, arcillas, 
carbonatos y materia orgánica. Estos compuestos adsorben cantidades significativas de 
As, tal como fue determinado previamente por otros autores (Smith et al., 2008; 
Bustingorri et al., 2015). 
La biomasa aérea de las plantas de soja fue menos afectada por el As que las raíces, 
similar a lo descripto para arroz y otros cultivos (Abedin et al., 2002a, b, c; Panaullah et 
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al., 2009). Resultados semejantes fueron encontrados en plantas de soja (Bustingorri et 
al., 2015). También, semejante a lo encontrado por Orlowska et al. (2012), las plantas 
inoculadas fueron menos afectadas por el As. Trigo presentó un panorama semejante y 
en concordancia con lo encontrado por Pigna et al. (2008). 
Las características morfológicas de la soja no inoculadas, como altura, el número de 
hojas funcionales y la longitud radical fueron severamente afectadas por la adición de 
As. Resultados semejantes a los encontrados por Chun et al. (2007) y por Bustingorri et 
al. (2015). Esta disminución de las raíces y la altura es una respuesta típica a los 
elementos tóxicos (Kapustka et al., 1995; Hartley-Whitaker et al., 2001a). La longitud 
radical, es afectada por el As, debido a que disminuye la actividad mitótica en el 
meristema apical de la raíz y se inhibe la expansión y alargamiento de las células recién 
formadas (Mumthas et al., 2010). Este efecto se observó en arroz (Shri et al., 2009) y 
colza (Brassica napus) (Ali et al., 2015). Cuando las plantas de soja fueron inoculadas 
con el HFMA, el efecto del As fue menos marcado, especialmente en longitud radical. 
En trigo, la altura de las fue uno de los parámetros morfológicos más afectados por la 
adición de As. La incorporación del HFMA solo presentó efectos significativos frente a 
la dosis más elevada de As. La longitud radical, solo se modificó por la presencia de As 
pero no por la inoculación con el HFMA. Esto concuerda con lo encontrado por Geng et 
al. (2006) y por Liu y Zhang (2007) quienes evidenciaron reducciones de este parámetro 
en trigo. 
El As disminuyó la evolución fenológica del cultivo de soja, pero la inoculación con 
el hongo micorrícico ayudó a la planta a avanzar más regularmente en su ciclo. Este 
fenómeno no había sido descripto hasta el momento. En el caso del cultivo de trigo, la 
presencia de As no causó modificaciones significativas en la fenología del cultivo de 
trigo, dado que todas las plantas se encontraban en el mismo estadío al momento de la 
cosecha.  
La concentración de As que afectó la colonización por R. intraradices en ambos 
cultivos fue marcadamente menor que la concentración observada por otros autores, 
utilizando Glomus mosseae (Liu et al., 2005; Yu et al., 2010). Este tema, sin embargo, 
presenta alguna controversia. Gildon y Tinker (1983) encontraron que la presencia de 
elementos tóxicos en el suelo puede inhibir la colonización micorrícica, pero Smith et 
al. (2010) establecieron que la presencia de As no reduce el porcentaje de colonización 
radical.  La especie de HFMA utilizada en la presente tesis fue aislada de un área no 
contaminada, presentando sensibilidad al As (como se evidenció en el Capítulo 3). Esta 
sensibilidad, traducida en un menor porcentaje de germinación de las esporas, podría ser 
una de las razones del menor porcentaje de colonización registrado. 
La estrecha relación entre la concentración de As en el sustrato y la concentración de 
As en la biomasa aérea y radical fue encontrado previamente también en soja 
(Bustingorri y Lavado, 2014), así como en arroz (Farid et al., 2005). En trigo, se 
encontró el mismo comportamiento, en concordancia con Zhang et al. (2009).  
Las raíces de ambos cultivos de ambos cultivos presentaron mayor concentración de 
As que la biomasa aérea, como ocurre normalmente en plantas no hiperacumuladoras, y 
como se observó previamente en soja (Reichman, 2007; Bustingorri y Lavado, 2014) y 
el trigo (Zhang et al., 2009) 
La reducción en la concentración de As acumulado en raíces y hojas por efecto de la 
inoculación con el hongo micorrícico ha sido señalado por otros autores que trabajaron 
con plantas micorrizadas, tales como maíz (Liu et al., 2005), tomate (Gildon y 
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Tinker,1983), lenteja (Ahmed et al., 2006), trébol (Chen et al., 2007), girasol (Ultra et 
al., 2007a, b), la mezcla rye-grass/trébol blanco (Dong et al., 2008) y plantas nativas 
creciendo en áreas contaminadas con As (Orlowska et al., 2012).  
Estos autores indicaron diferentes hipótesis para explicar este fenómeno. Entre ellas: 
i) la inoculación micorrícica mejora el rendimiento de la planta y causa el conocido 
efecto dilución en la concentración de As; ii) las hifas del HFMA posee una gran 
variedad de grupos libres, tales como grupos hidroxilos, carboxilos y aminoácidos, los 
cuales podría unir al As, reteniéndolo en los tejidos del hongo y reduciendo así el 
ingreso de As a las raíces. Además esos grupos químicos funcionales podrían ingresar a 
las células radicales, modificando las paredes celulares y disminuyendo la translocación 
de As a los órganos aéreos (Smith y Read, 2007); iii) otros autores (Barea y Jeffries, 
1995; Leyval et al., 1995; del Val et al., 1999a; Pawlowska et al., 2000) también han 
mostrado que la asociación entre HFMA-planta inmoviliza el As en las raíces, 
reduciendo su translocación hacia las hojas y otros órganos aéreos de la planta.  
El FT no mostró un efecto claro de la inoculación con el hongo micorrícico en 
ninguna de las 2 especies estudiadas, obteniendo valores siempre menores a 1. El BCF, 
por su parte, fue siempre menor en plantas inoculadas. Este resultado confirma que las 
plantas de soja y trigo inoculadas con R. intraradices acumularon menos As desde el 
suelo. El LC50 de las plantas de soja, fue algo mayor que el determinado por 
Bustingorri et al. (2015), sin embargo, en plantas de soja inoculadas, el LC50 mostró el 
efecto positivo de la inoculación micorrícica. Esto parece indicar una mejora en la 
tolerancia de plantas inoculadas con el HFMA. En el caso de trigo, también se registró 
el efecto positivo de la inoculación con el HFMA, puesto que el LC50 en plantas 
inoculadas fue mayor que en plantas no inoculadas. 
 
4.5. Conclusiones preliminares 
El As afectó negativamente el crecimiento de la soja y el trigo, disminuyendo la 
colonización de las plantas por R. intraradices. Por su parte, la inoculación de las 
plantas de soja con el HFMA mejoró la producción de biomasa del cultivo, su altura y 
número de hojas y limitó el efecto negativo del As sobre la longitud radical. La adición 
de As al suelo retrasó el avance fenológico de las plantas, mientras que la micorriza 
revirtió parcialmente este fenómeno. La inoculación micorrícica disminuyó la 
acumulación de As en la biomasa aérea y subterránea de las plantas de soja. En el caso 
del trigo, la inoculación con R. intraradices disminuyó el efecto del As, mejorando la 
producción de biomasa aérea y radical, así como la altura de las plantas. Por otra parte, 
disminuyó la acumulación de As en los tejidos vegetales. La adición de As al suelo no 
retrasó el avance fenológico de las plantas.  
R. intraradices presenta un efecto dilución sobre la concentración de As en la soja y 
el trigo, y, además, previene la entrada de As a las raíces, por lo que se verifica la 
hipótesis planteada. La inoculación con el hongo micorrícico también parece aumentar 
la tolerancia de las plantas de soja y trigo al As. Se concluye que la inoculación de soja 
y trigo con el HFMA presenta potencial para reducir la toxicidad por As en áreas 
contaminadas.
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CAPITULO 5 
Interacción entre Rhizophagus intraradices, arsénico y hongos 
patógenos en plantas de soja y trigo 
45 
 
 
 
5.1. Introducción 
Como se ha desarrollado en el capítulo anterior (Capítulo 4), la simbiosis micorrícica 
arbuscular cumple un rol destacado en los eco y agrosistemas contaminados con 
elementos tóxicos. En algunos casos, los inmoviliza en la raíz, reduciendo su 
translocación a la parte aérea de la planta y, consecuentemente, limita el flujo de estos 
elementos a la cadena trófica (Barea et al., 1995; Leyval et al., 1995; Pawlowska et al., 
1996; Del Val et al., 1999b; Pawlowska et al., 2000). Por otra parte, los HFMA tienen la 
capacidad de secuestrar estos elementos, fundamentalmente por biosorción. En este 
proceso, la glicoproteína glomalina (GRSP) producida por estos hongos, junto con el 
micelio extraradical contribuye a la estabilización de estos elementos. La glomalina es 
capaz de secuestrar algunos metales como Cu, Cd, Pb y Zn (González-Chávez et al., 
2004; Chern et al., 2007; Vodnik et al., 2008). Sin embargo, diversos trabajos muestran 
variaciones en la acumulación de metal y en la posterior translocación dentro de la 
planta dependiendo del hongo, de la planta hospedante, densidad de la raíz, 
características del suelo, tipo de elemento y su disponibilidad (Leyval et al., 1997; 
Leyval et al., 2001).  
Por otro lado, existe un menor conocimiento cuando al sistema contaminado cultivo-
HFMA se le suma un microorganismo que causa efectos negativos sobre el hospedante 
y por ende puede repercutir en los HFMA, tanto a niveles presimbióticos como en la 
simbiosis misma. De los diversos microorganismos patógenos que atacan a las plantas, 
los hongos son el grupo que ocasiona más enfermedades; produciendo daños y mermas 
en los niveles de producción y, por lo tanto, pérdidas económicas por la alteración que 
causan en el crecimiento y desarrollo de los cultivos hospedantes (Ashworth et al., 
1981; Agrios 1988). 
Tal como se mencionara en el Capítulo 1, una de las enfermedades más perjudiciales 
para el cultivo de soja es la podredumbre carbonosa de la base del tallo, causada por el 
hongo Macrophomina phaseolina. Una vez que el patógeno se establece en el suelo, su 
erradicación es muy difícil, incluso utilizando insumos químicos (Doley y Jite, 2013a, 
b). En el caso del trigo, Fusarium graminearum es el causante de la podredumbre 
radical y la infección con este hongo puede dar lugar no sólo a una reducción del 
rendimiento, sino a una disminución en la calidad del grano, debido a la presencia de 
micotoxinas en los mismos (Burgess et al., 1987). 
Dado el difícil control de estos patógenos, el manejo biológico e integrado de 
enfermedades se ha convertido en una alternativa posible para su erradicación. En los 
últimos años, los HFMA han mostrado resultados alentadores en el biocontrol de varios 
patógenos, en ambientes no afectados por contaminantes (Saldajeno y Hyakumachi, 
2011; Elsharkawy et al., 2012; Cruz et al., 2014). Por otro lado, el nivel de algunos 
elementos tóxicos en el suelo puede tener una influencia positiva o negativa en la 
virulencia del patógeno y la susceptibilidad de la planta (Llugany et al., 2007). Se han 
realizado estudios en plantas hiperacumuladoras, que poseen mecanismos de absorción 
y tolerancia para resistir elevados niveles de elementos tóxicos acumulados en sus 
tejidos y que serían extremadamente perjudiciales para otros organismos (Behmer et al., 
2005; Poschenrieder et al., 2006; Salt, 2006). Estos mecanismos, parecen estar 
implicados en la protección de la planta contra patógenos y herbívoros, dándole una 
posible ventaja adaptativa (Behmer et al., 2005; Poschenrieder et al., 2006; Salt, 
2006).  Sin embargo no se registra información acerca de la influencia de un exceso de 
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un elemento tóxico como el As, en la relación planta - HFMA - patógeno en plantas no 
hiperacumuladoras. 
 
Objetivo 
Evaluar la interacción entre el contenido de As en el suelo, los HFMA y los hongos 
patógenos sobre plantas de soja y trigo, determinando los efectos sobre la biomasa y las 
variaciones en la absorción de As de las plantas y los niveles de glomalina en el suelo. 
 
Hipótesis 
La presencia de los patógenos afecta la viabilidad de las hifas del HFMA, la 
concentración de glomalina en el suelo, la biomasa vegetal y la acumulación de As en 
las plantas. Predicción: Las plantas expuestas a la presencia de As y del patógeno serán 
las más afectadas, independientemente de la inoculación con HFMA. En las plantas 
inoculadas la colonización micorrícica y el contenido de glomalina disminuirá por 
ambos estreses; la presencia de ambos hongos reducirá la concentración de As en 
planta. 
 
5.2. Materiales y métodos 
Para la realización de este experimento, se utilizó el inóculo micorrícico cuya 
obtención se detalló en el Capítulo 2 de esta tesis. 
Los experimentos llevados a cabo en este capítulo se realizaron durante los meses de 
diciembre-marzo de 2014 para soja y de junio-agosto de 2014 para trigo. Para su 
realización se siguió la misma metodología utilizada en el Capítulo 4, respetando las 
mismas dosis de As en el sustrato (0, 25 y 50 mgAs kg
-1
), pero con el agregado de 
hongos fitopatógenos. En soja se agregó M. phaseolina, mientras que en trigo el 
patógeno fue F. graminearum. Los aislamientos de los hongos patógenos fueron 
proporcionados por la Cátedra de Fitopatología de la FAUBA (Dr. Marcelo Carmona) y 
por la Dra. Mercedes Scandiani. 
La multiplicación del inóculo de M. phaseolina se llevó a cabo utilizando granos de 
arroz. Para ello, se utilizaron frascos de Erlenmeyer de 500ml de capacidad con 100g de 
arroz. Los envases se esterilizaron dos días consecutivos en autoclave a 1atm de presión 
y por el período de 20min. Una vez esterilizados, se sembraron discos de micelio en 
activo crecimiento de 5mm de diámetro de M. phaseolina crecido en agar papa 
glucosado durante 7 días. Los frascos de Erlenmeyer se incubaron en oscuridad por el 
lapso de 1 mes a 28ºC ± 1ºC (Pastor-Corrales y Abawi, 1988). Se agregó a cada una de 
las macetas arroz inoculado con M. phaseolina según la técnica de Pastor-Corrales y 
Abawi (1988) en un 10%. 
Para la producción del inóculo de F. gramineaum, se utilizaron semillas de avena y 
se procedió de la misma forma que para M. phaseolina. Los frascos de Erlenmeyer se 
incubaron en oscuridad por el lapso de 1 mes a 26ºC ± 1ºC (Dal Bello et al., 2002). El 
inóculo contuvo 1 x 10
5
 UFC g
-1
, determinadas por diluciones seriadas en medio 
peptona pentacloronitrobenceno (PNCB). 
Los experimentos se realizaron en macetas de 1000cm
3
 de capacidad donde se 
sembraron semillas de soja o de trigo esterilizadas superficialmente (una planta por cada 
maceta). Al mismo tiempo se agregó a cada maceta 11g del inóculo general de R. 
intraradices conteniendo 400 esporas g
-1
 de suelo seco. Los tratamientos ensayados 
fueron: sustrato con y sin agregado de As en las concentraciones mencionadas 
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anteriormente (0, 25 y 50 mgAs kg
-1
), hospedante soja/trigo, micorrizado y sin 
micorrizar, y con/sin agregado de patógeno. Cada tratamiento contó con 10 réplicas. 
Luego de quince días de comenzado el experimento, se incorporó al sustrato 8g de 
inóculo de hongo patógeno (M. phaseolina o F. graminearum según el cultivo 
correspondiente). 
Las plantas se cosecharon a los 70 días después de la siembra, momento en que se 
alcanzó el estadio fenológico R4 para soja (Fehr y Caviness, 1977) y Z5 para trigo 
según la escala propuesta por Zadoks et al. (1974). Las plantas se retiraron de las 
macetas y se lavaron con agua corriente. Los parámetros evaluados fueron: biomasa 
aérea y biomasa radical (RW). Además se midió el largo total de la raíz (RL), el 
diámetro radical (RD) y la superficie ocupada por las raíces (RSA) siguiendo las 
ecuaciones desarrolladas por Yang et al. (2004). 
 
RD = √RW g x 1 (cm3/g) / π x RL (cm) 
 
RSA = RD (cm) x π x RL (cm) 
 
Se determinó el % de micorrización, (Mc Gonigle et al., 1990), presencia de 
arbúsculos y la viabilidad de la micorrización evaluada a través de la actividad de la 
enzima succinato deshidrogenasa (Gaspar et al., 2002). De acuerdo a esta metodología, 
las hifas coloreadas de un color fucsia indican que no hay actividad, mientras que si el 
tono de las mismas es violáceo indica actividad de la enzima succinato deshidrogenasa. 
La cuantificación se realizó al igual que para la medición del porcentaje de 
colonización, evaluando la actividad en forma cualitativa como: sin actividad, poca 
actividad, mucha actividad (Saito et al., 1993). 
En hojas y raíz se determinó la concentración de As (USEPA, 2006) y el BCF 
(Alloway et al., 1990). Se cuantificaron las fracciones de glomalina fácilmente 
extractable (EE-GRSP) y glomalina total (T-GRSP) en los agregados de suelo (Wright y 
Upadhyaya, 1998; Reyna y Wall, 2014), como una forma indiresta de determinar el 
grado de complejización de As en el suelo. 
En el caso de soja,  la severidad de la enfermedad causada por M. phaseolina, se 
determinó siguiendo la técnica descripta por Mengistu et al. (2007) modificado. Para 
ello, una vez lavadas las plantas con agua corriente, las raíces se secaron en estufa a 
40°C durante 7 días para eliminar el micelio; luego, el material seco se molió y se pasó 
por un tamiz de 1mm de malla. Se tomaron 0.005g de cada raíz molida y se colocaron 
en tubos Ependorff junto con NaOCl al 3% durante 3 min, luego se realizaron 3 lavados 
con agua destilada estéril. El material desinfectado se volcó en cajas de Petri junto con 
5ml de medio agar papa glucosado previamente autoclavado, rifampicina (100mg/l) y 
metalaxil (224mg/l). Se realizaron 6 placas por cada una de las 10 réplicas. Las placas 
se incubaron a 28°C en oscuridad por 3 días y se contabilizó la severidad de la 
enfermedad mediante el recuento de las unidades formadoras de colonia de M. 
phaseolina (UFC g
-1
 de raíz). 
Para el caso de F. graminearum, se utilizó la escala de severidad de la enfermedad 
(0-3) basada en los síntomas observados en la corona y en la raíz, 0: sin síntomas 
(corona y raíz sanas); 1 amarronamiento de la corona; 2 extensión del amarronamiento a 
la raíz; 3 corona y raíz de color marrón oscuro (Chekali et al., 2011). La severidad se 
calculó como un promedio entre las réplicas. 
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Todos los datos obtenidos en estos experimentos fueron sometidos a un análisis 
exploratorio para determinar su normalidad y homocedásticidad. Para determinar la 
normalidad de efectuaron gráficos utilizando los residuos de las variables (Q-Q plot) y 
la prueba de normalidad de Shapiro-Wilks modificado. Para la determinación de 
homogeneidad de varianzas se efectuaron gráficos (residuales vs predichos) de cada una 
de las variables y se realizó el test de Levene. En aquellos parámetros que no 
cumplieron los supuestos, los datos fueron transformados con la función logaritmo para 
cumplir con los supuestos del análisis de varianza.  
Los análisis estadísticos desarrollados buscaron encontrar la existencia de diferencias 
significativas al evaluar los parámetros de % de micorrización, presencia de arbúsculos, 
biomasa aérea y radical en plantas inoculadas y no inoculadas con patógeno.. Se 
realizaron análisis de regresión entre el % de colonización y su funcionalidad respecto a 
la presencia del patógeno y As en suelo. El software estadístico utilizado fue el InfoStat. 
 
5.3. Resultados 
5.3.1. Soja 
La biomasa aérea de las plantas de soja (figura 5.1) disminuyó significativamente al 
incrementar la concentración de As en el sustrato. La incorporación del inóculo de R. 
intraradices generó biomasas superiores a las registradas en plantas no inoculadas tanto 
para las dosis de 25 como de 50 mgAs kg
-1
 de sustrato. La inoculación con M. 
phaseolina disminuyó la biomasa aérea de las plantas a las dosis de 0 y 25 mgAs kg
-1
, 
pero no la modifico a la de 50 mgAs kg
-1
. Por otra parte, no se registraron diferencias 
significativas  para la interacción doble R. i x M. p ni para la triple interacción As x R. i 
x M. p. 
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Tratamientos gl F Valor p 
As 2 169.48 < 0.0001 
R. i 1 60.94 < 0.0001 
M. p 1 62.63 < 0.0001 
As x R. i 2 9.23 0.0003 
As x M. p 2 11.34 0.0001 
R. i x M. p 1 1.82 0.1823 
As x R. i x M. p 2 1.13 0.3305 
 
Figura 5.1. Biomasa aérea de las plantas de soja obtenida a diferentes concentraciones de As en el 
sustrato expresada como g de peso seco. El tratamiento control (barras negras) corresponden a plantas sin 
inocular; R.i. a plantas inoculadas con R. intraradices; M.p. a plantas inoculadas con M. phaseolina; y 
R.i. + M.p. a plantas co-inoculadas con ambos microorganismos. Las barras verticales representan la 
desviación estándar (p = 0.05). Cada valor representa el valor medio obtenido a partir de 10 réplicas. 
 
La incorporación de As, tal como se vio en el capítulo anterior, redujo la biomasa 
radical de las plantas de soja. La mayor biomasa radical se obtuvo en plantas inoculadas 
con R. intraradices tanto en ausencia de As como con la dosis de 50 mgAs kg
-1
. 
La inoculación con M. phaseolina, causó una disminución significativa de la biomasa 
radical, en los tratamientos 0 mgAs kg
-1
 y 25 mgAs kg
-1
. En la dosis 50 mgAs kg
-1
, no 
se detectaron diferencias entre plantas sin/con inóculo. La co-inoculación con ambos 
hongos, resultó en el mismo peso seco que el obtenido en plantas inoculadas con R. 
intraradices solamente y en presencia de As (figura 5.2). En este caso, se registraron 
diferencias significativas  para la interacción triple As x R. i x M. p. 
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Tratamientos gl F Valor p 
As 2 43.53 < 0.0001 
R. i 1 78.84 < 0.0001 
M. p 1 22.95 < 0.0001 
As x R. i 2 10.83 0.0001 
As x M. p 2 3.75 0.0292 
R. i x M. p 1 0.57 0.4521 
As x R. i x M. p 2 5.39 0.0070 
 
Figura 5.2. Biomasa radical de las plantas de soja obtenida a diferentes concentraciones de As en el 
sustrato expresada como g de peso seco. El tratamiento control (barras negras) corresponden a plantas sin 
inocular; R.i. a plantas inoculadas con R. intraradices; M.p. a plantas inoculadas con M. phaseolina; y 
R.i. + M.p. a plantas co-inoculadas con ambos microorganismos. Las barras verticales representan la 
desviación estándar. Cada valor representa el valor medio obtenido a partir de 10 réplicas. Letras 
diferentes indican difeencias significativas de acuerdo al test de Tukey (p < 0.005). 
 
Los parámetros radicales medidos tales como RD y RSA se presentan en el cuadro 
5.1. Tanto el RD como el RSA disminuyeron al aumentar la concentración de As en el 
medio. Las plantas inoculadas con R. intraradices presentaron valores superiores en 
ambos parámetros, mientras que las inoculadas con M. phaseolina fueron las más 
afectadas, obteniendo los menores valores. Por otro lado, las atacadas por el patógeno, 
pero inoculadas con el HFMA, presentaron valores semejantes a los obtenidos en 
tratamientos inoculados únicamente con el hongo micorrícico. 
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Cuadro  5.1. Mediciones de las raíces de soja obtenida a diferentes concentraciones de As en el sustrato. 
RD (diámetro radical) y RSA (área explorada por las raíces). El tratamiento control corresponde a plantas 
sin inocular; R.i. a plantas inoculadas con R. intraradices; M.p. a plantas inoculadas con M. phaseolina; y 
R.i. + M.p. a plantas co-inoculadas con ambos microorganismos.  
 
 
Tratamiento RD (cm) RSA (cm
2
) 
As 0 (Control) 0.12 ± 0.01 12.13 ± 0.60 
As 0 + R.i 0.13 ± 0.02 14.11 ± 0.37 
As 0 + M.p 0.10 ± 0.02 9.81 ± 0.89 
As 0 + R.i + M.p 0.11 ± 0.02 11.05 ± 0.68 
As 25 0.11 ± 0.01 9.97 ± 0.98 
As 25 + R.i 0.11 ± 0.02 11.04 ± 0.34 
As 25 + M.p 0.08 ± 0.02 7.47 ± 0.76 
As 25 + R.i + M.p 0.10 ± 0.02 11.53 ±1.16 
As 50 0.08 ± 0.01 5.66 ± 0.92 
As 50 + R.i 0.11 ± 0.02 11.05 ± 1.87 
As 50 + M.p 0.06 ± 0.01 5.05 ± 0.77 
As 50 + R.i + M.p 0.11 ± 0.02 11.21 ± 0.46 
 
Tratamientos 
RD RSA 
gl F Valor p gl F Valor p 
As 2 11.15 0.0001 2 101.86 < 0.0001 
R. i 1 15.13 0.0002 1 217.82 < 0.0001 
M. p 1 12.08 0.0008 1 52.88 < 0.0001 
As x R. i 2 4.17 0.0188 2 32.91 < 0.0001 
As x M. p 2 0.52 0.5962 2 8.80 0.0003 
R. i x M. p 1 0.46 0.5009 1 4.07 0.0467 
As x R. i x M. p 2 1.25 0.2909 2 9.39 0.0002 
 
La figura 5.3 muestra la colonización micorrícica encontrada en el presente 
experimento. Se observó que la colonización por R. intraradices disminuyó cuando se 
incrementó la concentración de As en el sustrato; sin embargo no se detectó 
disminución de este parámetro al aumentar la dosis de As de 25 a 50 mgAs kg
-1
. Por 
otra parte, el patógeno M. phaseolina, aun en presencia del HFMA, presentó porcentajes 
de colonización inferiores a los obtenidos en plantas de soja no inoculadas con el 
patógeno. 
El porcentaje de arbúsculos disminuyó a medida que se incrementó la concentración 
de As en el sustrato; sin embargo este efecto no se observó en presencia del hongo 
patógeno (figura 5.4). La viabilidad de la micorrización disminuyó ante la presencia del 
As y la inoculación con el patógeno potenció los efectos generados por el As en el 
sustrato (figura 5.5). La correlación entre la viabilidad de la micorrización y el 
contenido de As fue alta y con pendiente negativa. Para plantas inoculadas con 
micorrizas fue de R
2
 =0.9553 y para plantas co-inoculadas con el patógeno fue de R
2
 = 
0.8524. 
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Tratamientos gl F Valor p 
As 2 54.17 < 0.0001 
R. i 1 923.40 < 0.0001 
M. p 1 35.97 < 0.0001 
As x R. i 2 54.17 < 0.0001 
As x M. p 2 13.92 < 0.0001 
R. i x M. p 1 35.97 < 0.0001 
As x R. i x M. p 2 13.92 < 0.0001 
 
Figura 5.3. Colonización micorrícica (%) de plantas de soja. El tratamiento control (barras negras) 
corresponden a plantas sin inocular; R.i. a plantas inoculadas con R. intraradices; M. p. a plantas 
inoculadas con M. phaseolina; y R.i. + M.p. a plantas co-inoculadas con ambos microorganismos. Las 
barras verticales representan la desviación estándar. Cada valor representa el valor medio obtenido a 
partir de 10 réplicas. Letras diferentes indican diferencias significativas (test de Tukey p < 0.05). 
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Tratamientos gl F Valor p 
As 2 32.80 < 0.0001 
R. i 1 929.13 < 0.0001 
M. p 1 150.86 < 0.0001 
As x R. i 2 32.80 < 0.0001 
As x M. p 2 21.74 < 0.0001 
R. i x M. p 1 150.86 < 0.0001 
As x R. i x M. p 2 21.74 < 0.0001 
 
Figura 5.4. Porcentaje de arbúsculos en raíces de plantas de soja. El tratamiento control (barras negras) 
corresponden a plantas sin inocular; R.i. a plantas inoculadas con R. intraradices; M.p. a plantas 
inoculadas con M. phaseolina; y R.i. + M.p. a plantas co-inoculadas con ambos microorganismos. Las 
barras verticales representan la desviación estándar. Cada valor representa el valor medio obtenido a 
partir de 10 réplicas. Letras diferentes indican diferencias significativas (test de Tukey p < 0.05). 
 
 
 
 
0
20
40
60
80
100
120
0 25 50
A
rb
ú
sc
u
lo
s 
(%
) 
Concentración de As (mgAs kg-1) 
Control R. i M. p R. i + M. p
a 
a 
a 
a 
b b 
c c c c c c 
54 
 
 
 
 
Figura 5.5. Efecto del As y de la inoculación de M. phaseolina en la actividad de la succinato 
deshidrogenasa (SDH). El tratamiento R.i. corresponde a plantas inoculadas con R. intraradices y el 
tratamiento R.i. + M.p. a plantas co-inoculadas con ambos microorganismos.  
 
La concentración de As presente en la biomasa aérea, aumentó de acuerdo con la 
concentración de As incorporada al sustrato. La inoculación con R. intraradices tendió a 
disminuir la concentración de As en las hojas de las plantas de soja. El caso opuesto se 
observó en plantas inoculadas con M. phaseolina, ya que en ellas se registraron 
concentraciones de este elemento tóxico superiores a las encontradas en las plantas 
control. Las plantas co-inoculadas, por su parte, presentaron concentraciones 
intermedias entre las inoculadas únicamente con el hongo micorrícico y las inoculadas 
con el patógeno (figura 5.6). En raíces, la inoculación con R. intraradices disminuyó la 
acumulación de As en más del 60.00%. Un resultado similar se encontró cuando se 
inoculó con el hongo patógeno, registrándose reducciones en la acumulación de As del 
41.80% y del 71.58% para las dosis de 25  y 50 mgAs kg
-1
. La co-inoculación, por su 
parte, tendió a presentar concentraciones de As (62.37% y 76.21%) similares o incluso 
inferiores a los registrados en plantas inoculadas con R. intraradices (figura 5.7).  
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Tratamientos gl F Valor p 
As 2 601.62 < 0.0001 
R. i 1 59.16 < 0.0001 
M. p 1 2.31 0.1418 
As x R. i 2 18.74 < 0.0001 
As x M. p 2 3.60 0.0430 
R. i x M. p 1 8.01 0.0092 
As x R. i x M. p 2 6.83 0.0045 
 
Figura 5.6. Concentración de As en las hojas de las plantas de soja obtenida a diferentes concentraciones 
de As en el sustrato. El tratamiento control (barras negras) corresponden a plantas sin inocular; R.i. a 
plantas inoculadas con R. intraradices; M.p. a plantas inoculadas con M. phaseolina; y R.i + M.p. a 
plantas co-inoculadas con ambos microorganismos. Las barras verticales representan la desviación 
estándar. Cada valor representa el valor medio obtenido a partir de 10 réplicas. Letras diferentes indican 
diferencias significativas de acuerdo al test de Tukey (p < 0.05). Los datos fueron transformados con la 
función logaritmo para cumplir con los supuestos del análisis de varianza. 
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Tratamientos gl F Valor p 
As 2 984.33 < 0.0001 
R. i 1 30.02 < 0.0001 
M. p 1 1.78 0.1941 
As x R. i 2 0.83 0.4482 
As x M. p 2 20.04 < 0.0001 
R. i x M. p 1 39.56 < 0.0001 
As x R. i x M. p 2 9.10 0.0011 
 
Figura 5.7: Concentración de As en las raíces de las plantas de soja obtenida a diferentes concentraciones 
de As en el sustrato. El tratamiento control (barras negras) corresponden a plantas sin inocular; R.i. a 
plantas inoculadas con R. intraradices; M.p. a plantas inoculadas con M. phaseolina; y R.i. + M.p. a 
plantas co-inoculadas con ambos microorganismos. Las barras verticales representan la desviación 
estándar (p = 0.05). Cada valor representa el valor medio obtenido a partir de 10 réplicas. Letras 
diferentes indican diferencias significativas de acuerdo al test de Tukey (p < 0.05). Los datos fueron 
transformados con la función logaritmo para cumplir con los supuestos del análisis de varianza. 
 
Los factores de bioacumulación para plantas no inoculadas fueron de (9.59; 86.27; 
103.89) y (1.69; 24.52; 37.25) para inoculadas con R. intraradices en 0; 25 y 50 mgAs 
kg
-1
 respectivamente. En el caso de las plantas inoculadas con M. phaseolina, se 
registraron valores inferiores a los obtenidos en el tratamiento control, pero superiores a 
los presentados en plantas inoculadas con el HFMA (4.23; 60.53 y 38.49). La co-
inoculación con R. intraradices en plantas infectadas por el patógeno, tendió a presentar 
factores similares a los obtenidos en plantas inoculadas con el HFMA. (12.86; 21.50 y 
28.88) para 0; 25 y 50 mgAs kg
-1
. 
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Cuadro  5.2. Factores de Bioacumulación (BFC) de las plantas de soja. El tratamiento control 
corresponde a plantas sin inocular; R.i. a plantas inoculadas con R. intraradices; M.p. a plantas 
inoculadas con M. phaseolina; y R.i. + M.p. a plantas co-inoculadas con ambos microorganismos. Cada 
valor representa el valor medio obtenido a partir de 10 réplicas. Letras diferentes indican diferencias 
significativas de acuerdo al test de Tukey (p < 0.05). 
 
Tratamiento BFC 
As 0 9.59 ± 0.26 gh 
As 0 + R.i 1.69 ± 0.24 i 
As 0 + M.p 4.23 ± 1.41 hi 
As 0 + R.i + M.p 12.86 ± 2.16 g 
As 25 86.27 ± 1.93 b 
As 25 + R.i 24.52 ± 2.16 ef 
As 25 + M.p 60.53 ± 3.16 c 
As 25 + R.i + M.p 21.50 ± 1.63 f 
As 50 103.89 ± 2.58 a 
As 50 + R.i 37.25 ± 3.36 d 
As 50 + M.p 38.49 ± 4.08 d 
As 50 + R.i + M.p 28.88 ± 2.94 e 
 
Tratamientos gl F Valor p 
As 2 1678.10 < 0.0001 
R. i 1 1746.16 < 0.0001 
M. p 1 525.55 < 0.0001 
As x R. i 2 472.81 < 0.0001 
As x M. p 2 268.37 < 0.0001 
R. i x M. p 1 520.78 < 0.0001 
As x R. i x M. p 2 80.22 < 0.0001 
 
La figura 5.8a, muestra el contenido de EE-GRSP, que no fue afectado por el 
incremento en la concentración de As en el sustrato. Tampoco se detectaron diferencias 
significativas en la doble interacción As x M. p; sin embargo la inoculación con el 
patógeno, generó un contenido de EE-GRSP inferior al registrado en la inoculación con 
R. intraradices únicamente. El contenido de T-GRSP, se representa en la figura 5.8b. 
En este caso, se observó un aumento en los niveles de esta forma de glomalina cuando 
se incorporó As al sustrato, sin embargo, este fenómeno no se observó en el tratamiento 
en que el patógeno estuvo presente.  
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Tratamientos 
EE-GRSP T-GRSP 
gl F Valor p gl F Valor p 
As 2 0.39 0.6088 2 6.72 0.0055 
M. p 1 14.05 0.0008 1 21.90 0.0001 
As x M. p 2 0.53 0.5094 2 15.74 0.0001 
 
Figura 5.8. a) Contenido de EE-GRSP y b) T-GRSP. Las barras oscuras corresponden a plantas 
inoculadas con R. intraradices, mientras que las barras claras corresponden a plantas co-inoculadas con R. 
intraradices y M. phaseolina. Las barras verticales representan la desviación estándar. Cada valor 
representa el valor medio obtenido a partir de 10 réplicas. Letras diferentes indican diferencias 
significativas (test de Tukey p < 0.05). 
 
La severidad de la enfermedad generada por M. phaseolina sobre las plantas de soja 
se observa en la figura 5.9. La reducción de las UFC contabilizadas en el interior de las 
raíces muestra que la podredumbre carbonosa de la base del tallo disminuyó al 
incorporar As al sustrato. Por otro lado, la inoculación con el hongo micorrícico 
disminuyó la cantidad de esclerocios de M. phaseolina en el interior radical en todas las 
dosis de As estudiadas. Los porcentajes de control de la enfermedad fueron 43.04%, 
67.80% y 40.02% para las dosis de 0, 25 y 50 mgAs kg
-1
 respectivamente. 
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Tratamientos gl F Valor p 
As 2 23.60 0.0001 
R. i 1 146.32 < 0.0001 
As x R. i 2                 4.74          0.0305 
 
Figura 5.9. UFC / g de raíz de plantas de soja. R. i - (barras oscuras) corresponden a plantas inoculadas 
solamente con M. phaseolina; R. i + (barras claras) corresponden a plantas inoculadas con R. intraradices 
+ M. phaseolina. Las barras verticales representan la desviación estándar. Cada valor representa el valor 
medio obtenido a partir de 10 réplicas. Letras diferentes indican diferencias significativas (test de Tukey p 
< 0.05). 
 
 
5.3.2. Trigo 
La biomasa aérea de las plantas de trigo (figura 5.10) disminuyó al incorporar As al 
sustrato. La inoculación con el HFMA incrementó la biomasa únicamente en la dosis de 
50 mgAs kg
-1
. El patógeno redujo la biomasa aérea de las plantas no expuestas a As. 
Las plantas co-inoculadas con ambos hongos presentaron una respuesta similar a las 
inoculadas únicamente con el hongo micorrícico. La biomasa radical (figura 5.11) se 
redujo a medida que incrementó la concentración de As en el sustrato, sin registrarse 
diferencias con plantas inoculadas con el HFMA. F. graminearum disminuyó la 
biomasa radical independientemente de la concentración de As. 
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Tratamientos gl F Valor p 
As 2 58.56 < 0.0001 
R. i 1 36.26 < 0.0001 
F. g 1 6.15 0.0168 
As x R. i 2 10.35 0.0002 
As x F. g 2 1.37 0.2637 
R. i x F. g 1 1.81 0.1852 
As x R. i x F. g 2 4.65 0.0144 
 
Figura 5.10. Biomasa aérea de las plantas de trigo obtenida a diferentes concentraciones de As en el 
sustrato. El tratamiento control (barras negras) corresponden a plantas sin inocular; R.i. a plantas 
inoculadas con R. intraradices; F.g. a plantas inoculadas con F. graminearum; y R.i. + F.g. a plantas co-
inoculadas con ambos microorganismos. Las barras verticales representan la desviación estándar. Cada 
valor representa el valor medio obtenido a partir de 10 réplicas. Letras diferentes indican diferencias 
significativas de acuerdo al test de Tukey (p < 0.05).  
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Tratamientos gl F Valor p 
As 2 40.39 < 0.0001 
R. i 1 21.08 < 0.0001 
F. g 1 72.37 < 0.0001 
As x R. i 2 0.46 0.6326 
As x F. g 2 7.52 0.0018 
R. i x F. g 1 5.86 0.0205 
As x R. i x F. g 2 4.41 0.0192 
 
Figura 5.11. Biomasa radical de las plantas de trigo obtenida a diferentes concentraciones de As en el 
sustrato. El tratamiento control (barras negras) corresponden a plantas sin inocular; R.i. a plantas 
inoculadas con R. intraradices; F.g. a plantas inoculadas con F. graminearum; y R.i. + F.g. a plantas co-
inoculadas con ambos microorganismos. Las barras verticales representan la desviación estándar. Cada 
valor representa el valor medio obtenido a partir de 10 réplicas. Letras diferentes indican diferencias 
significativas de acuerdo al test de Tukey (p < 0.05). 
 
Los parámetros radicales RD y RSA disminuyeron ante la presencia del As, pero se 
mantuvieron cuando las plantas se inocularon con el hongo micorrícico, 
independientemente de la concentración de As. En cambio, las plantas atacadas por F. 
graminearum presentaron valores inferiores a los registrados en plantas sin inocular. La 
co-inoculación, mostró un RD superior al obtenido en plantas inoculadas con el 
patógeno pero inferior al alcanzado en plantas con R. intraradices (cuadro 5.2). 
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Cuadro 5.3. Mediciones de las raíces de trigo obtenida a diferentes concentraciones de As en el sustrato. 
RD (diámetro radical) y RSA (área explorada por las raíces). El tratamiento control corresponde a plantas 
sin inocular; R.i. a plantas inoculadas con R. intraradices; F.g. a plantas inoculadas con F. graminearum; 
y R.i + F.g. a plantas co-inoculadas con ambos microorganismos.  
 
Tratamiento RD (cm) RSA (cm
2
) 
As 0 (Control) 0.11 ± 0.02 7.95 ± 1.02 
As 0 + R.i 0.08 ± 0.02 5.74 ± 0.89 
As 0 + F.g 0.07 ± 0.02 5.20 ± 0.95 
As 0 + R.i + F.g 0.09 ± 0.02 7.10 ± 1.13 
As 25 0.09 ± 0.03 5.38 ± 1.84 
As 25 + R.i 0.10 ± 0.009 6.26 ± 1.82 
As 25 + F.g 0.06 ± 0.01 5.32 ± 1.09 
As 25 + R.i + F.g 0.08 ± 0.01 6.11 ± 0.56 
As 50 0.08 ± 0.03 4.81 ± 1.27 
As 50 + R.i 0.09 ± 0.01 5.64 ± 0.87 
As 50 + F.g 0.06 ± 0.01 3.83 ± 1.52 
As 50 + R.i + F.g 0.08 ± 0.01 5.06 ± 0.80 
 
La colonización micorrícica, se observa en la figura 5.12. Se observó el efecto tóxico 
del As, disminuyendo la colonización. La incorporación del patógeno modificó la 
colonización micorrícica únicamente a la dosis de 50 mgAs kg
-1
. El porcentaje de 
arbúsculos (figura 5.13), no se modificó al incorporar As o el patógeno al sustrato. 
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Tratamientos gl F Valor p 
As 2 35.91 < 0.0001 
R. i 1 368.07 < 0.0001 
F. g 1 1.91 0.1744 
As x R. i 2 35.91 < 0.0001 
As x F. g 2 6.74 0.0028 
R. i x F. g 1 1.91 0.1744 
As x R. i x F. g 2 6.74 0.0028 
 
 
Figura 5.12. Colonización micorrícica (%) de plantas de trigo. El tratamiento control (barras negras) 
corresponden a plantas sin inocular; R.i. a plantas inoculadas con R. intraradices; F.g. a plantas 
inoculadas con F. graminearum; y R.i. + F.g. a plantas co-inoculadas con ambos microorganismos. Las 
barras verticales representan la desviación estándar. Cada valor representa el valor medio obtenido a 
partir de 10 réplicas. Letras diferentes indican diferencias significativas (test de Tukey p < 0.05). 
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Tratamientos gl F Valor p 
As 2 0.16 0.8511 
R. i 1 109739.42 < 0.0001 
F. g 1 2.1E-04 0.9641 
As x R. i 2 0.16 0.8511 
As x F. g 2 0.50 0.6118 
R. i x F. g 1 2.1E-03 0.9641 
As x R. i x F. g 2 0.50 0.6118 
 
Figura 5.13. Porcentaje de arbúsculos en raíces de plantas de trigo. El tratamiento control (barras negras) 
corresponden a plantas sin inocular; R.i. a plantas inoculadas con R. intraradices; F.g. a plantas 
inoculadas con F. graminearum; y R.i. + F.g. a plantas co-inoculadas con ambos microorganismos. Las 
barras verticales representan la desviación estándar. Cada valor representa el valor medio obtenido a 
partir de 10 réplicas. Letras diferentes indican diferencias significativas (test de Tukey p < 0.05). 
 
La tinción vital mostró que al aumentar el contenido de As en el suelo se redujo la 
actividad de la enzima succinato deshidrogenasa. El agregado del patógeno generó una 
pérdida de actividad en forma significativa sólo con la mayor concentración de As 
(figura 5.14). La correlación entre la viabilidad de la colonización en ausencia del 
patógeno y el contenido de As fue negativa (R
2
 = 0.7708), mientras que en presencia del 
patógeno también fue negativa, pero el R
2
 fue un poco mas elevado (R
2
 = 0.9231). 
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Figura 5.14. Efecto del As y de la inoculación de F. graminearum en la actividad de la succinato 
deshidrogenasa (SDH). El tratamiento R.i. corresponde a plantas inoculadas con R. intraradices y el 
tratamiento R. i + F. g a plantas co-inoculadas con ambos microorganismos. Esta actividad no se llevó a 
cabo en el tratamiento control ni en el tratamiento inoculado solamente con F. graminearum. 
 
El contenido de As en la biomasa aérea se presenta en la figura 5.15  mientras que el 
registrado en la biomasa radical se encuentra en la figura 5.16. El contenido de As en la 
biomasa aérea de trigo se incrementó según la concentración del elemento en el sustrato, 
sin embargo, este incremento no fue proporcional a la dosis de As en el sustrato. Las 
plantas micorrizadas acumularon menos As que las no inoculadas con el HFMA, 
diferenciándose en todos los casos del tratamiento control. La inoculación con F. 
graminearum incrementó la acumulación de As en la biomasa aérea en comparación a 
plantas inoculadas con el hongo micorrícico (figura 5.15). El aumento en la 
concentración de As en la biomasa radical, estuvo en concordancia con la dosis del 
elemento en el sustrato. Por otra parte, en este tejido y en la dosis de 50 mgAs kg
-1
, las 
plantas inoculadas con el HFMA presentaron menores concentraciones del metaloide 
que las plantas testigo. La inoculación con F. graminearum no generó diferencias en la 
acumulación de As  (figura 5.16). No se detectaron diferencias significativas en la triple 
interacción. 
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Tratamientos gl F Valor p 
As 2 4835.31 < 0.0001 
R. i 1 46.30 < 0.0001 
F. g 1 0.02 0.8995 
As x R. i 2 11.64 0.0003 
As x F. g 2 0.01 0.9904 
R. i x F. g 1 15.20 0.0007 
As x R. i x F. g 2 3.80 0.0368 
 
Figura 5.15. Concentración de As en las hojas de las plantas de trigo obtenida a diferentes 
concentraciones de As en el sustrato. El tratamiento control (barras negras) corresponden a plantas sin 
inocular; R.i. a plantas inoculadas con R. intraradices; F.g. a plantas inoculadas con F. graminearum; y 
R.i. + F.g. a plantas co-inoculadas con ambos microorganismos. Las barras verticales representan la 
desviación estándar. Cada valor representa el valor medio obtenido a partir de 10 réplicas. Los datos 
fueron transformados con la función logaritmo para cumplir con los supuestos del análisis de varianza.  
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Tratamientos gl F Valor p 
As 2 228.10 < 0.0001 
R. i 1 21.18 0.0001 
F. g 1 0.45 0.5104 
As x R. i 2 14.26 0.0001 
As x F. g 2 0.89 0.4226 
R. i x F. g 1 0.01 0.9174 
As x R. i x F. g 2 0.28 0.7571 
 
Figura 5.16. Concentración de As en las raíces de las plantas de trigo obtenida a diferentes 
concentraciones de As en el sustrato. El tratamiento control (barras negras) corresponden a plantas sin 
inocular; R.i. a plantas inoculadas con R. intraradices; F.g. a plantas inoculadas con F. graminearum; y 
R.i. + F.g. a plantas co-inoculadas con ambos microorganismos. Las barras verticales representan la 
desviación estándar. Cada valor representa el valor medio obtenido a partir de 10 réplicas. 
 
Los factores de bioacumulación registrados en este experimento, fueron 0.18; 42.54 
y 69.47 en plantas no inoculadas y 0.16; 33.54 y 44.96 en plantas de trigo inoculadas 
con R. intraradices para los tratamientos 0, 25 y 50 mgAs kg
-1
, respectivamente. En el 
caso de las plantas de trigo inoculadas con F. graminearum, se obtuvieron factores de 
1.79; 53.53 y 45.50, mientras que en las plantas co-inoculadas, el BCF fue de 2.58; 
39.27 y 26.19. En ambos casos, se detectó una disminución en el BCF en la 
concentración de 50 mgAs kg
-1
 en presencia del patógeno (cuadro 5.4). 
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Cuadro  5.4. Factores de Bioacumulación (BFC) de las plantas de trigo. El tratamiento control 
corresponde a plantas sin inocular; R.i. a plantas inoculadas con R. intraradices; F.g. a plantas inoculadas 
con F. graminearum; y R.i. + F.g. a plantas co-inoculadas con ambos microorganismos. Cada valor 
representa el valor medio obtenido a partir de 10 réplicas. Letras diferentes indican diferencias 
significativas de acuerdo al test de Tukey (p < 0.05). 
 
Tratamiento BFC 
As 0 0.18 ± 0.02 g 
As 0 + R.i 0.16 ± 0.04 g 
As 0 + F.g 1.79 ± 0.14 g 
As 0 + R.i + F.g 2.58 ± 0.80 g 
As 25 42.54 ± 2.56 cd 
As 25 + R.i 33.54 ± 3.68 e 
As 25 + F.g 53.53 ± 3.28 b 
As 25 + R.i + F.g 39.27 ± 4.24 d  
As 50 69.47 ± 4.09 a 
As 50 + R.i 44.96 ± 3.79 c 
As 50 + F.g 45.5 ± 1.26 c 
As 50 + R.i + F.g 26.19 ± 2.19 f  
 
Tratamientos gl F Valor p 
As 2 2068.42 < 0.0001 
R. i 1 302.42 < 0.0001 
F. g 1 33.24 < 0.0001 
As x R. i 2 102.78 < 0.0001 
As x F. g 2 202.28 < 0.0001 
R. i x F. g 1 0.04 0.8437 
As x R. i x F. g 2 5.70 0.0054 
 
 
El contenido de glomalina fácilmente extraíble se presenta en la figura 5.17a. No se 
detectaron variaciones en el contenido de EE-GRSP cuando se compararon los 
resultados encontrados en los diferentes tratamientos con As y/o F.                 
graminearum. Sin embargo, el contenido de T-GRSP (figura 5.17b) aumentó en 
concordancia con el aumento de las concentraciones de As en el sustrato. No se 
registraron efectos significativos del patógeno o de la doble interacción As x F. 
graminearum.  
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Tratamientos 
EE-GRSP T-GRSP 
gl F Valor p gl F Valor p 
As 2 2.42 0.1056 2 20.15 < 0.0001 
F. g 1 1.57 0.2200 1 2.24 0.1541 
As x F. g 2 1.56 0.2254 2 0.01 0.9879 
 
Figura 5.17.  a) Contenido de EE-GRSP y b) Contenido de T-GRSP. Las barras oscuras corresponden a 
plantas inoculadas con R. intraradices, mientras que las barras claras corresponden a plantas co-
inoculadas con R. intraradices y F. graminearum. Las barras verticales representan la desviación 
estándar. Cada valor representa el valor medio obtenido a partir de 10 réplicas.  
 
La severidad del daño generada por F. graminearum, se representa en la figura 5.18. 
Se  observa que el daño disminuyó a medida que incrementó la concentración de As en 
el sustrato. La incorporación de R. intraradices redujo el daño generado en un 39.14%, 
45.42% y 41.44% para las dosis de 0; 25 y 50 mgAs kg
-1
 respectivamente. No se 
detectaron efectos significativos en la doble interacción. 
 
 
 
 
 
0
500
1000
1500
2000
2500
3000
3500
0 25 50
EE
-G
R
SP
 (
µ
g 
g-
1
) 
Concentración de As (mgAs kg-1) 
R. i R. i + F. g
0
1000
2000
3000
4000
5000
0 25 50
T-
G
R
SP
 (
µ
g 
g-
1
) 
Concentración de As (mgAs kg-1) 
R. i R. i + F. g
70 
 
 
 
 
Tratamientos gl F Valor p 
As 2 7.89 0.0012 
R. i 1 68.19 < 0.0001 
As x R. i 2            0.55          0.5857 
 
 
Figura 5.18. Escala de severidad de la enfermedad  generada por F. graminearum. R. i - (barras oscuras) 
corresponden a plantas inoculadas solamente con F. graminearum; R. i+ (barras claras) corresponden a 
plantas inoculadas con R. intraradices + F. graminearum. Las barras verticales representan la desviación 
estándar. Cada valor representa el valor medio obtenido a partir de 10 réplicas. 
 
5.4. Discusión 
Los datos expuestos en el presente capítulo indican claramente que la relación 
simbiótica entre soja y el HFMA puede establecerse en suelos contaminados con As y 
con la presencia de un hongo patógeno. Lo mismo ocurre con el trigo. Las biomasas 
generadas en ambos cultivos fueron afectadas negativamente por el As y por el 
patógeno, sin embargo la inoculación con el HFMA permitió que la producción de  
biomasa de soja, así como la de trigo,  revirtiera ese efecto negativo. 
La disminución de biomasa generada por As ya ha sido descripta por otros autores en 
diversos cultivos tales como soja (Bustingorri y Lavado, 2014), arroz (Panaullah et al., 
2009), trigo (Pigna et al., 2008), lechuga (Gusman et al., 2013), entre otros. En el caso 
de los hongos patógenos se han detectado reducciones de rendimiento en soja atacadas 
por M. phaseolina. Este efecto también se determinó en frijol, sorgo, maíz, algodón, 
maní, garbanzo y frutilla (Dhingra y Sinclair 1977; Lodha et al., 1986; Diourte et al., 
1995; Sinclair y Backman, 1989; Pérez Brandán, 2009; Doley y Jite, 2013b; Chamorro 
et al., 2015). En trigo, así como cebada y soja infectadas por F. graminearum se 
(Backhouse et al., 2004; Brown et al., 2010) se encontró un patrón similar. 
Por otra parte, los HFMA afectan la acumulación y translocación del metaloide en 
forma variable. Chen et al. (2006) no detectaron cambios en la concentración de As 
con/sin inóculo de HFMA en Pteris vittata. Xia et al. (2007), en cambio, evidenciaron 
incrementos en la acumulación y translocación de As en plantas de maíz inoculadas con 
Glomus mosseae. En contraposición, Bai et al. (2008); Xu et al. (2008) y Hua et al. 
(2009) registraron reducciones en la absorción de As en presencia de los hongos 
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micorrícicos Glomus caledonium, Glomus mosseae y Glomus versiforme, 
respectivamente.   
Tal como se mencionó en el capítulo anterior, la disminución en la altura de la planta 
y la longitud radical son respuestas típicas de las plantas ante los elementos tóxicos 
(Kapustka et al., 1995; Hartley-Whitaker et al., 2001a, b). Adicionalmente, el As 
disminuyó el diámetro radical y el área explorada por las raíces en los dos cultivos 
evaluados. En ambos casos la inoculación con los patógenos radicales acentuó la 
disminución de estos parámetros, mientras que las plantas micorrizadas presentaron 
menores disminuciones de RD y RSA. En este sentido, Norman et al. (1996) observaron 
una mayor biomasa radical en plantas inoculadas con Glomus fasciculatum o Glomus 
etunicatum y también un cambio en la arquitectura radical, incrementando su 
ramificación. En la presente tesis, esto se cuantificó a través del índice RSA. 
En ambos cultivos se evidenció, a través de sus respectivos experimentos, que el As 
disminuyó la colonización micorrícica y que la presencia de los patógenos intensificó 
dicho efecto. Este efecto negativo del As sobre la colonización radical ha sido detectado 
en varios hospedantes tales como Gmelina arbórea (Barua et al., 2010), Medicago 
truncatula (Christophersen et al., 2012), Cajanus cajan y Pisum sativum (Garg et al., 
2015), entre otros. De la misma manera, diversos autores registraron la disminución de 
la colonización de  HFMA en presencia de patógenos. En este sentido, Doley y Jite 
(2013) encontraron este patrón en plantas de maní colonizadas por G. fasciculatum y 
afectadas por M. phaseolina; Aysan y Demir (2009) en frijol colonizados por G. 
mosseae y G. fasciculatum junto con el patógeno Sclerotinia sclerotiorum. 
 La disminución de la proporción de arbúsculos en soja, a medida que se incorporó el 
As al sustrato, no ha sido descripta previamente, pero se conoce este efecto en suelos 
contaminados con Ni y Cd (Citterio et al., 2005). Sin embargo, la cantidad de 
arbúsculos no se modificó en plantas co-inoculadas con M. phaseolina. Esto evidencia 
que la presencia del patógeno aumentó la eficiencia de la asociación entre el HFMA y la 
soja, puesto que el 80.00% de la colonización correspondía a arbúsculos (sitios de 
intercambio entre el simbionte y su hospedante). En el caso de las plantas de trigo, la 
presencia del As o la del patógeno no afectaron el porcentaje de arbúsculos. Este patrón 
es opuesto a lo encontrado por Doley et al. (2015) quienes evidenciaron una 
disminución en el porcentaje de arbúsculos de G. fasciculatum en plantas de maní 
infectadas por Sclerotium rolfsii, y por Doley y Jite (2013) en plantas de maní 
infectadas por M. phaseolina.  
En plantas sometidas a los efectos del As y a los patógenos se registró una 
disminución de la viabilidad de la colonización micorrícica. Este fenómeno fue 
registrado cuando se sometieron plantas de cebolla colonizadas por Glomus sp., a 
elementos potencialmente tóxicos como los fungicidas Benomyl y Fosetil-aluminio 
(Sukarno et al., 1993), o el efecto del fenantreno y la inoculación con Rhodotorula 
glutinis sobre la viabilidad de la colonización de Glomus geosporum (Gaspar et al., 
2002). Por otra parte, Davis y Menge (1981) registraron una disminución de la vitalidad 
de la colonización de G. fasciculatum en plantas de Citrus sinensis infectadas por 
Phytophthora parasítica.  
Walton et al. (1994) sugirieron que cuando un estrés químico está presente en el 
suelo, una planta puede responder mediante un cambio de exudación (asignación de 
carbono) a la rizosfera. Es posible que nuestras plantas de soja y de trigo, respondieran a 
la presencia de As en el suelo consumiendo parte de sus fotosintatos para producir 
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exudados de la raíz, disminuyendo así el suministro de carbono al hongo micorrícico. 
La disminución registrada en la vitalidad de las hifas podría deberse, entonces, a una 
reducción en la transferencia de fotosintatos al hongo. Este proceso, se sumaría a lo 
observado en el Capítulo 3, en el que R. intraradices puede estar siendo afectada 
directamente por la presencia de As en el sustrato. Por otra parte, los patógenos 
potenciaron los efectos del As, disminuyendo aún más la vitalidad de la colonización. 
Esto puede deberse a que tanto M. phaseolina como F. graminearum producen 
podredumbre radical, por lo que la menor proporción de colonización activa de los  
HFMA podría deberse a una mayor proporción de raíces muertas.  
La inoculación de soja con el hongo micorrícico y con M. phaseolina permitió 
disminuir la acumulación de As en la raíz, mientras que la inoculación con el patógeno 
incrementó la acumulación de As en las hojas. En el Capítulo 4, se estudió 
exhaustivamente el rol de los HFMA cuando sus hospedantes se encuentran sometidos 
al estrés causado por concentraciones crecientes de As. En el presente capítulo, los 
resultados obtenidos en las plantas inoculadas con M. phaseolina estarían indicando que 
el hongo tiene la capacidad de acumular As en su biomasa extrarradical. Concuerdan 
con esta propuesta las investigaciones de Srivastava et al. (2011), quienes demostraron 
que hongos del género Trichoderma, Rhizopus y Neoscosmospora eran capaces de 
tolerar y de acumular As en su biomasa; Zafar et al. (2007) observaron que los hongos 
pueden tolerar, biosorber y detoxificar metales por varios mecanismos como la 
modificación de la valencia, precipitación intra e intercelular y la absorción activa. Este 
efecto de la inoculación con el patógeno, se refleja en los menores factores de 
bioacumulación obtenidos en plantas infectadas por M. phaseolina. 
En trigo, se evidenciaron los efectos protectores del HFMA. La inoculación con F. 
graminearum no generó modificaciones en la acumulación del metaloide con respecto a 
las plantas control, aunque se registraron en general mayores factores de BCF en plantas 
inoculadas con el patógeno. Estos resultados,  indicarían una tolerancia de F. 
graminearum al As, pero no la acumulación del elemento en sus tejidos, tal como 
podría haber ocurrido con M. phaseolina. 
El contenido de EE-GRSP determinada en los sustratos cultivados con soja o trigo, 
no fue afectado por el incremento en la concentración de As en el sustrato; sin embargo, 
en presencia del patógeno, en el caso de la soja se redujo la concentración de esta 
proteína. Estos resultados concuerdan con el menor porcentaje de micorrización 
registrado en plantas co-inoculadas. Los resultados obtenidos en el contenido de T-
GRSP de los sustratos de ambos cultivos coinciden con lo observado por Zhou et al. 
(2009), quienes registraron un aumento en la concentración de glomalina al incrementar 
los niveles de otro elemento tóxico (Zn) en el suelo. Contrariamente González-Chávez 
et al. (2009), encontraron incrementos en la EE-GRSP al aumentar la concentración de 
un elemento usualmente muy toxico en el medio (Cd) mientras que no obtuvieron 
variaciones del contenido de T-GRSP.  
Lovelock et al. (2004) estableció una correlación entre el contenido de glomalina y el 
desarrollo hifal de los HFMA: los niveles de glomalina elevados se correspondieron con 
un mayor desarrollo del micelio. En la presente tesis, la ausencia de variación en el 
contenido de T-GRSP en plantas de soja co-inoculadas con M. phaseolina, estaría 
indicando una menor proporción de hifas de  HFMA en el suelo. Esta idea se corrobora 
con los menores porcentajes y vitalidad de colonización de R. intraradices. Este patrón 
no se observó en el sustrato de las plantas de trigo  inoculadas con F. graminearum.  
73 
 
 
 
La presencia de altos niveles de elementos tóxicos puede tener impactos positivos, 
negativos o neutros sobre el desarrollo de hongos patógenos. Sin embargo, en general, 
se observa una disminución de la susceptibilidad de la planta hospedante generado por 
diferentes mecanismos. Mittra et al. (2004) demostraron que la exposición de semillas 
de trigo a una baja dosis de Cd ofrecía resistencia a la posterior infección por Fusarium 
oxysporum, debido a la producción de proteínas relacionadas al estrés. La acumulación 
de Se en Brassica juncea (planta hiperacumuladora) disminuyó la susceptibilidad al 
ataque de Alternaria brassicicola y de Fusarium sp. (Hanson et al., 2003). En esta tesis 
se evidenció que el agregado de As influyó en la severidad de las enfermedades 
generadas por los patógenos debido a que el As redujo las UFC de M. phaseolina y los 
niveles de severidad de F. graminearum. 
Por otra parte, existen diferentes mecanismos por los cuales los hongos micorrícicos 
pueden proteger a sus plantas hospedantes. Según Wehner et al. (2010) estos 
mecanismos pueden ser: i) una mejora en el estado nutricional de las plantas; ii) 
interacciones de competencia con el patógeno; iii) cambios en la arquitectura del 
sistema radical y iv) cambios en las comunidades microbianas de la rizósfera. En este 
capítulo, se observó un menor ataque de ambos patógenos en soja y trigo en presencia 
del HFMA, que podría estar explicado por alguno de estos mecanismos. De acuerdo con 
estos principios generales, Maherali y Klironomos (2007) encontraron que los hongos 
micorrícicos arbusculares pertenecientes a la familia Gigasporaceae, con un gran 
micelio extraradical, son más efectivos en la captación de fósforo; mientras que los 
pertenecientes a la familia Glomeraceae, con una gran colonización radical, como el 
utilizado en esta tesis (R. intraradices), son más efectivos en la protección contra 
patógenos.  
Por otra parte, existe competencia entre los HFMA y los patógenos: St-Arnaud et al. 
(1994); Bodker et al. (2002); Filion et al. (2003); Whipps, (2004) propusieron una 
correlación negativa entre la abundancia de estructuras de los HFMA en la raíz y la 
colonización por patógenos. Una posible explicación a esto, es que ambos tipos de 
hongos explotan recursos comunes en la raíz, tales como espacio, sitios de infección y 
fotosintatos. En la presente tesis se observaron, en plantas co-inoculadas, disminuciones 
en los porcentajes de colonización del HFMA y una menor presencia de los patógenos, 
por lo que, concordando con lo hallado por Borowich (2001), la competencia por los 
sitios de infección y espacio podría ser una de las causas posibles de la menor presencia 
de ambos microorganismos en el interior radical. 
Por otra parte, las modificaciones en la arquitectura del sistema radical, como el 
incremento en su ramificación fueron observadas por muchos autores (Paszkowski et 
al., 2002; Olah et al., 2005; Gutjahr et al., 2009). En este trabajo, el aumento en la 
ramificación radical es representado por los mayores valores de superficie ocupada por 
las raíces en plantas inoculadas con el HFMA tanto para la soja como, por su parte, para 
el trigo.  
Finalmente, mientras algunos autores sostienen que las poblaciones de hongos 
formadores de micorrizas son sumamente importantes en el desarrollo y el éxito del 
establecimiento de sus plantas hospedantes en ambientes contaminados, en el presente 
capítulo se ha avanzado complejizando el sistema, al incorporar patógenos.  
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5.5. Conclusiones preliminares 
La relación simbiótica entre la soja o el trigo con el HFMA puede establecerse en 
suelos contaminados con As y en presencia de hongos patógenos habitantes del suelo. 
Se demostró que la asociación micorrícica arbuscular juega un rol destacado en la 
disminución de la toxicidad generada por el As, debido a que el HFMA no solo 
disminuyó la intensidad de la enfermedad producida por el patógeno sino que además 
tuvo un rol significativo en la reducción de la captación del As por parte de la planta. En 
este sentido, el incremento en la producción de glomalina podría ser una de las razones 
por las cuales los hospedantes absorben una menor cantidad de As. Por otra parte, la 
inoculación con M. phaseolina disminuyó el contenido de As en las raíces de soja, por 
lo que el patógeno podría estar acumulando As en la biomasa fúngica. 
También se observaron efectos negativos del As y del patógeno sobre la simbiosis 
micorrícica puesto que los resultados evidencian no solo un menor porcentaje de 
colonización de las plantas de soja y de trigo, sino también una disminución de la 
actividad de la colonización, evaluada a través de la tinción vital. 
Con respecto a la hipótesis planteada en este capítulo, se rechaza puesto que en el 
caso de la inoculación con M. phaseolina no se generaron incrementos en la 
acumulación de As en la biomasa aérea, incluso disminuyó la acumulación de As en las 
raíces de soja. Además, el hongo F. graminearum, tampoco presentó efectos 
significativos en la acumulación de As. Las plantas de soja y trigo inoculadas con R. 
intraradices e infectadas por sus respectivos patógenos presentaron respuestas similares 
a la obtenida en plantas inoculadas únicamente con el HFMA. 
Por otra parte, en plantas crecidas en ausencia de As la viabilidad de la colonización 
micorrícica fue efectada por M. phaseolina pero no por F. graminearum. El contenido 
de glomalina fácilmente extraíble, por su parte, fue afectado negativamente por M. 
phaseolina pero no fue afectado por F. graminearum. 
En este Capítulo, se puso en evidencia la existencia de la interacción entre el HFMA-
cultivo-patógeno-As y que esa interacción no es la misma para el cultivo de soja que 
para el de trigo. 
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CAPITULO 6 
Estrés oxidativo y respuesta de las plantas de soja y trigo ante 
arsénico y hongos patógenos 
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6.1. Introducción 
Cuando las plantas se encuentran sometidas a elevadas concentraciones de As, sufren 
un estrés considerable con síntomas que van desde la inhibición de la germinación y 
cambios en los parámetros de crecimiento y rendimiento, daño oxidativo y en casos 
extremos la muerte (Barrachina et al., 1995; Rahman et al., 2007; Singh et al., 2007). El 
daño oxidativo, es el resultado del equilibrio entre las capacidades oxidantes y 
antioxidantes de la planta (Dalton, 1995). Las especies reactivas de oxígeno (ERO) son 
generadas en los procesos metabólicos normales de las plantas y en estas condiciones se 
mantiene el equilibrio con la defensa celular antioxidante. Entre ellas se encuentran el 
radical superóxido (•O2-), el radical hidroxilo (•OH) y el peróxido de hidrógeno 
(H2O2) entre otros (Verma y Dubey, 2003). Sin embargo, en condiciones de estrés se 
rompe el equilibrio normal entre la defensa antioxidante y las ERO, debido a un 
incremento en la generación de ERO y/o a una disminución de las defensas 
antioxidantes (Scandalios, 2002). 
Las ERO, poseen características muy diferentes entre sí. El H2O2 es relativamente 
estable y su concentración en los tejidos varía en el rango de μM a mM, dependiendo 
del compartimiento celular en que se encuentre. Las otras ERO tienen una vida media 
muy corta y, con condiciones normales, están presentes a muy bajas concentraciones 
(Moller et al., 2007). Además, tienen diferentes grados de reactividad, por ejemplo, el 
•OH reacciona rápidamente con cualquier tipo de componente celular, mientras que el 
•O2
- 
reacciona con proteínas que poseen centros Fe-S y el O2 con ácidos grasos 
poliinsaturados. Estas características determinan las diferentes maneras en que un 
componente celular es oxidado y deteriorado (Mittler et al., 2004). 
El sistema antioxidante de las plantas, por otra parte, incluye diversos mecanismos 
enzimáticos que neutralizan las ERO. Entre las enzimas involucradas en este proceso se 
encuentran la superóxido dismutasa (SOD), la ascorbato peroxidasa (APX), la glutatión 
peroxidasa (GPX) y la catalasa (CAT). La SOD y la CAT son las enzimas antioxidantes 
más eficientes y son las primeras en actuar durante la defensa contra las ERO, la SOD, 
convierte el radical superóxido en H2O2 y la CAT lo transforma posteriormente en O2. 
Otras enzimas como APX y GPX eliminan el H2O2 (Scandalios, 1993). 
Además existen moléculas antioxidantes como el glutatión; en su forma reducida 
(GSH) es un tripéptido (g-glutamil-L-cisteinil-glicina) que juega un importante papel en 
diversos organismos y puede existir también en estado oxidado como glutatión disulfuro 
(GSSG). El GSH es el antioxidante de bajo peso molecular más importante sintetizado 
en las células por medio de la adición secuencial de cisteína al glutamato seguida por la 
adición de glicina. El grupo sulfhídrilo (-SH) de la cisteína es el que participa en las 
reacciones de reducción y conjugación, las cuales son consideradas las principales 
funciones del GSH (Forman et al., 2009). 
La producción de ERO en las plantas fue estudiada en experimentos con plantas 
sometidas a varios estreses ambientales. En el caso particular del As, existe evidencia 
significativa en que la exposición a este metaloide produce un aumento en la generación 
de ERO (Hartley-Whitaker et al., 2001a, b). Esto probablemente tiene lugar a través de 
la conversión de arseniato a arsenito, un proceso que ocurre fácilmente en las plantas. 
La generación de ERO conduce a la síntesis de antioxidantes enzimáticos tales como 
SOD, CAT y glutatión-S-transferasa, y antioxidantes no enzimáticos, por ejemplo GSH 
y ascorbato (Mylona et al., 1998; Dat et al., 2000; Hartley-Whitaker et al., 2001a; 
Balestrasse et al., 2001). El GSH es también el precursor de fitoquelatinas (PC) 
77 
 
 
 
(péptidos ricos en ácido glutámico y cisteína), sintetizadas debido a la exposición a 
elementos tóxicos (Hartley-Whitaker et al., 2001b; Clemens, 2006). 
El estrés oxidativo causado por el As, ha sido estudiado comparativamente en los 
helechos Pteris vittata, un hiperacumulador de este metaloide y en Pteris ensiformis, no 
acumulador de As. Se determinó que las concentraciones de H2O2 y sustancias reactivas 
al ácido tiobarbitúrico (TBARS), un indicador de la formación de ERO y de daño a 
membranas fueron mayores en P. ensiformis que en P. vittata, indicando un mayor 
estrés oxidativo en la especie no acumuladora. Por otro lado, los niveles de ascorbato y 
el GSH en las hojas de P. vittata eran mucho mayores que en P. ensiformis indicando 
que P. vittata tiene un mayor potencial antioxidante (Singh et al., 2006). Otro estudio 
realizado con trébol blanco crecido en suelos contaminados con As evidenció 
incrementos de la actividad de la SOD y de las peroxidasas (POD) y una disminución en 
los niveles de GSH, lo que podría indicar una fuerte síntesis de PC (Mascher et al., 
2002). Efectos similares se observaron en semillas de arroz sometidas a As, en las 
cuales se incrementó la actividad de enzimas antioxidantes como la SOD, APX, POD y 
glutatión reductasa (GR) (Shri et al., 2009). 
Estos efectos generados por el As suelen modificarse como consecuencia de la 
simbiosis micorrícica. Hay estudios que muestran que en presencia de Glomus mosseae 
en el sistema radical de plantas de arveja reduce los niveles de H2O2 y se previene la 
peroxidación de membrana (Garg y Singla, 2012). Por otro lado, la colonización 
micorrícica en ambientes contaminados con As, activa los mecanismos antioxidantes 
aumentando las actividades de la SOD, CAT y guaiacol peroxidasa (GPOX) (Garg y 
Singla, 2012). En términos más generales, se sugirió que en plantas micorrizadas la 
generación de ERO se reduce y, por lo tanto, se sintetizan menos antioxidantes (Yu et 
al., 2009). 
Por otra parte, el ataque de hongos fitopatógenos también produce ERO, siendo uno 
de los aspectos principales del sistema de defensa de la planta. De igual manera que lo 
expuesto con anterioridad, las respuestas más comunes de las plantas implican un 
incremento en el grado de peroxidación lipídica y en la actividad SOD y CAT (García-
Limones et al., 2002). Con el agregado de HFMA podría atenuarse el daño oxidativo 
generado por los patógenos (Lambais, 2000). 
Surge entonces la necesidad de conocer los efectos que podría ocasionar la 
producción de ERO y la activación del sistema antioxidante cuando plantas de soja y 
trigo inoculadas con HFMA, están sometidas a elevados contenidos de As, bajo el 
efecto de hongos fitopatógenos. 
 
Objetivo 
Evaluar el daño oxidativo generado y la respuesta del sistema de defensa 
antioxidante en plantas de soja y trigo por la presencia de As en el medio, bajo el efecto 
de HFMA y la acción de hongos patógenos, así como la interacción de todos ellos. 
 
Hipótesis 
La exposición de las plantas de soja y trigo a As y en presencia de un patógeno 
genera estrés oxidativo, pero la interacción entre ambos estreses no es aditiva. 
Predicción: La micorrización disminuirá el daño oxidativo causado por la presencia de 
As y patógeno, individualmente o en conjunto. 
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6.2. Materiales y métodos 
Para la realización de este capítulo, se utilizaron muestras de hojas y raíces del 
experimento realizado en el Capítulo 5, evaluando en cada caso, el estrés oxidativo a 
través de la medición del daño oxidativo (TBARS), la respuesta antioxidante por medio 
de la actividad de las enzimas CAT, SOD, GPOX y la defensa antioxidante soluble a 
través de la determinación de GSH. 
Para evaluar la peroxidación lipídica, se realizó la medición de TBARS según el 
método desarrollado por Heath y Packer (1968). Hojas y raíces (0.3g) se homogenizaron 
en 3 ml de ácido tricloroácetico (TCA) al 20% (p/v). Posteriormente, se centrifugaron a 
3500 rpm durante 20 min y se le adicionó 1ml de TCA al 20% conteniendo ácido 
tiobarbitúrico (TBA) al 0,5% (p/v) y 0,1 ml de butilhidroxitolueno (BHT) al 4% p/v en 
etanol, a una alícuota de 1ml del sobrenadante. La mezcla de reacción se calentó a 95ºC 
durante 30 min y luego se enfrió en hielo rápidamente. El TBARS se determinó 
espectrofotométricamente a 532nm y la absorbancia inespecífica a 600nm. Se calculó la 
concentración de TBARS a través de la diferencia entre ambas longitudes de onda y 
usando un coeficiente de extinción de 155 mM
-1
 cm
-1
. 
Para la cuantificación de la actividad enzimática, en primer lugar se realizó la 
determinación de proteínas totales. Para ello, se utilizó el método de Bradford (1976), 
usando como solución patrón albúmina de suero bovino (BSA). La solución Bradford se 
preparó con 0,01% (p/v) de Coomasie Brilliant Blue G-250; 4,7% (p/v) de etanol y 
8,5% (p/v) de ácido fosfórico.  La solución preparada se filtró utilizando papel de filtro. 
La solución patrón de proteínas se preparó con 10 μg/μl de albúmina y se realizó la 
curva de calibración 0-10 μg en un volumen final de 0,1 ml ajustando con el buffer 
apropiado. Luego, se midieron las proteínas totales utilizando 1 ml de solución Bradford 
junto con 5 μl de extracto para hojas y 10 μl para raíz. La solución generada, se 
homogeneizó, se dejó reposar por el lapso de 2 minutos y se midió la absorbancia a 595 
nm. 
La actividad CAT se determinó utilizando un medio de reacción conteniendo 150 µl 
del homogenato, buffer fosfato de potasio 50 mM (pH 7,2) y 2 mM H2O2. La actividad 
se determinó a 30ºC, midiendo la disminución de la absorbancia a 240 nm debido al 
consumo del H2O2. Se determinó la constante de reacción de pseudo-primer orden (k' = 
k [CAT]) de la disminución de la absorbancia del H2O2 y el contenido de CAT se 
calculó en pmol mg
-1
 proteína usando una k = 4,7x107 Ms
-1
 (Chance et al., 1979). 
La actividad SOD se determinó espectrofotométricamente, a 560 nm según la 
metodología desarrollada por Beauchamp y Fridovich, (1971). La extracción enzimática 
se realizó partir de 0,4g de hojas, que se homogeneizaron con 50 mmol l
-1
 de buffer 
fosfato de sodio (pH 6.8), conteniendo 1 mmol l
-1
 de EDTA.Na2 y 2% (p/v) de 
polivinilpolipirrolidona (PVPP). El proceso de extracción se realizó a 4ºC. 
Posteriormente los extractos se centrifugaron a 10.000 rpm durante 40 minutos, 
utilizando el sobrenadante para la determinación de la actividad enzimática. 
La actividad GPOX, se determinó en los homogenatos a través de la medición del 
incremento en la absorbancia a 470 nm debido a la formación de tetraguaiacol (ε: 26.6 
mM
-1
 cm
-1
) en una reacción que contuvo el extracto, 50 mM K-fosfato, pH 7, 0.1 mM 
EDTA, 10 mM de guaiacol y 10 mM de H2O2 (Balestrasse et al., 2001). 
Finalmente, se determinó glutatión total en extractos del material vegetal utilizando 
una mezcla de incubación estándar (0,1 M de buffer fosfato de potasio (pH 7,5) junto 
con 6,3 mM de EDTA y 0,2 mM de NADPH, 0,6 mM de DTNB y 100 µl del 
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homogenato durante 12-15 min a 30ºC. Posteriormente, se agregaron 0,2 U ml
-1
 de 
glutatión reductasa y se midió el aumento de absorbancia a 412 nm debido a la 
formación de ácido 5-tio-(2-nitrobenzoico) (TNB) (Schupp y Rennenberg, 1988). La 
curva estándar se realizó con distintas concentraciones de una solución de GSH. Se 
graficó la pendiente en función de los equivalentes de GSH (Anderson, 1985). 
A partir de los datos obtenidos sobre los parámetros evaluados se realizaron pruebas 
de ANOVA, y contrastes de Tukey (p < 0.05). Los análisis estadísticos desarrollados 
buscaron encontrar la existencia de diferencias significativas al evaluar los mecanismos 
antioxidantes en plantas inoculadas con HFMA y no inoculadas. Se correlacionó el 
contenido de As en hojas y raíces (evaluados en el Capítulo 5) con el daño oxidativo 
generado. 
 
6.3. Resultados 
6.3.1. Soja 
Al incrementar la concentración de As en el sustrato, se registró un incremento de 
TBARS tanto en hojas como en raíces. En el caso de las hojas, la inoculación con R. 
intraradices generó menores valores de TBARS, mientras que la inoculación con M. 
phaseolina incrementó el estrés generado en 0 y 25 mgAs kg
-1
 de sustrato.  Las plantas 
co-inoculadas, presentaron una magnitud intermedia de daño en hojas al registrado por 
el hongo micorrícico y el patógeno en forma independiente (Figura 6.1a). 
La determinación de TBARS en raíz, presentó una tendencia similar a la obtenida en 
hojas. Nuevamente, la inoculación con el HFMA disminuyó el daño generado en todas 
las concentraciones de As evaluadas, mientras que la inoculación con el patógeno lo 
incrementó. En este tejido, no se detectaron efectos significativos de la co-inoculación 
(Figura 6.1b). 
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Tratamiento Hoja (valor p) Raíz (valor p) 
As < 0.0001 < 0.0001 
R.i. < 0.0001 < 0.0001 
M.p. 0.0002 0.0022 
As x R.i. n.s n.s 
As x M.p. 0.0038 n.s 
R.i. x M.p. n.s n.s 
As x R.i. x M.p. n.s n.s 
 
Figura 6.1. Contenido de malondialdehído (MDA) (nmol g
-1
 peso fresco) generado en a) hojas y b) 
raíces. Las barras negras corresponden al tratamiento control; las gris oscuro a plantas inoculadas con R. 
intraradices; las grises claro a inoculadas con M. phaseolina; y las blancas a plantas co-inoculadas. Las 
barras verticales representan la desviación estándar. Cada valor representa el valor medio obtenido a 
partir de 5 réplicas. 
 
Se realizaron correlaciones entre el As retenido en hojas y raíces (evaluados en el 
Capítulo 5) con el daño oxidativo generado medido a través del contenido de TBARS. 
Para las hojas, la relación entre el daño y el contenido de As se correlacionó linealmente 
para los tratamientos control, inoculado con M. phaseolina y co-inoculación (R
2
= 0.795, 
0.998 y 0.987 respectivamente). En el caso de las plantas inoculadas con R. 
intraradices, el aumento de la concentración de As de 0 a 25 mgAs kg
-1
 no se tradujo en 
un incremento del daño generado. En este caso las variables no presentaron una buena 
correlación (R
2
= 0.392). En las raíces, en cambio, todos los tratamientos presentaron 
valores de R
2
 superiores a 0.960 (Cuadro 6.1). 
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Cuadro 6.1. Valores de R
2
 obtenidos al correlacionar el As retenido en hojas y raíces con el daño 
oxidativo generado en las membranas (TBARS). R.i. corresponde a plantas inoculadas con R. 
intraradices; M.p. a plantas inoculadas con el patógeno M. phaseolina; y R.i. + M.p. a plantas co-
inoculadas con ambos microorganismos. 
 
Tratamiento Hojas (R
2
) Raíces (R
2
) 
Control 0.795 0.996 
R.i. 0.392 0.998 
M.p. 0.998 0.966 
R.i. + M.p. 0.987 0.969 
 
La defensa antioxidante soluble, evaluada a través del contenido de GSH, se observa 
en la figura 6.2a. El GSH disminuyó en hojas y en raíz. En ambos casos, se observó una 
disminución menos marcada de glutatión en plantas inoculadas con R. intraradices, en 
cambio, la incorporación de M. phaseolina no generó diferencias significativas en 
relación al tratamiento control, en la mayoría de los casos. En el tejido foliar, de plantas 
inoculadas con el hongo micorrícico se registraron mayores contenidos de GSH, cuando 
se incorporó As al sustrato. Las hojas provenientes de plantas co-inoculadas no se 
diferenciaron significativamente del tratamiento control, aunque tendieron a obtener 
contenidos de GSH similares a los registrados en tratamientos inoculados con R. 
intraradices. 
En el caso de la raíz, la inoculación con R. intraradices, permitió mantener los 
niveles de GSH detectados en el tratamiento control. La incorporación de M. phaseolina 
produjo una reducción significativa del contenido de GSH en ausencia de As, aunque 
esa respuesta se perdió al incorporar As al sustrato (figura 6.2b). 
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Tratamiento Hojas (valor p) Raíces (valor p) 
As < 0.0001 0.0002 
R.i. 0.0050 0.0092 
M.p. 0.0120 0.0001 
As x R.i. 0.0017 0.0111 
As x M.p. n.s n.s 
R.i. x M.p. n.s n.s 
As x R.i. x M.p. n.s n.s 
 
Figura 6.2. Contenido de glutatión (GSH) (µmol g
-1
 peso fresco) generado en a) Hojas y b) Raíces. Las 
barras negras corresponden al tratamiento control; las gris oscuro a plantas inoculadas con R. 
intraradices; las grises claro a inoculadas con M. phaseolina; y las blancas a plantas co-inoculadas. Las 
barras verticales representan la desviación estándar. Cada valor representa el valor medio obtenido a 
partir de 5 réplicas. 
 
Las actividades de las enzimas SOD y GPOX se incrementaron al aumentar la 
concentración de As en el sustrato, tanto en hojas como en raíces. En cambio, la CAT 
aumentó su actividad cuando las plantas fueron sometidas a una concentración de 25 
mgAs kg
-1
, pero cuando la concentración de As fue de 50 mgAs kg
-1
 la actividad 
disminuyó. 
En el caso de la SOD, tanto en hojas como en raíces, se detectaron actividades 
significativamente mayores en tratamientos inoculados con R. intraradices. Para hojas, 
los incrementos fueron del 109.52%, 31.04% y 19.34%, en cambio para raíz, fueron de 
54.19%, 24.58% y 26.15%,  para las dosis de 0, 25 y 50 mg As kg
-1
 respectivamente. En 
hojas, la inoculación con M. phaseolina en presencia de As generó incrementos en la 
actividad SOD (26.61% y 18.03% para los tratamientos 25 y 50 mgAs kg
-1
). No se  
detectaron en estos casos, diferencias significativas respecto al tratamiento inoculado 
con el hongo micorrícico (figura 6.3a). En raíz, los tratamientos inoculados con el 
patógeno no se diferenciaron del control, en cambio la co-inoculación presentó un 
aumento significativo (17.43%) en el tratamiento de 50 mgAs kg
-1
 respecto del control 
(figura 6.3b). 
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Tratamiento Hoja (valor p) Raíz (valor p) 
As <0.0001 <0.0001 
R. i 0.0064 0.0002 
M. p n.s n.s 
As x R. i n.s n.s 
As x M. p n.s n.s 
R. i x M. p 0.0022 0.0125 
As x R .i x M. p n.s n.s 
 
Figura 6.3. Actividad superóxido dismutasa (SOD) (U mg
-1
 proteína) generado en a) Hojas y b) Raíces. 
Las barras negras corresponden al tratamiento control; las gris oscuro a plantas inoculadas con R. 
intraradices; las grises claro a inoculadas con M. phaseolina; y las blancas a plantas co-inoculadas. Las 
barras verticales representan la desviación estándar. Cada valor representa el valor medio obtenido a 
partir de 5 réplicas. 
 
La actividad CAT, presentó un comportamiento diferente al obtenido por la SOD. En 
este caso, su actividad se incrementó a la dosis de 25 mgAs kg
-1
, mientras que 
disminuyó en la dosis de 50 mgAs kg
-1
, para ambos tejidos vegetales analizados. En el 
caso de las hojas, tanto para el tratamiento Control como para el tratamiento de 50 
mgAs kg
-1
, la inoculación con R. intraradices incrementó significativamente la 
actividad enzimática (40.45% y 35.70%, respectivamente). La inoculación con M. 
phaseolina presentó un incremento de la actividad únicamente en ausencia de As 
(26.79%). Por otra parte, la co-inoculación presentó un comportamiento similar al 
registrado para la el tratamiento micorrizado (Figura 6.4a). 
En el caso de la raíz, la inoculación con R. intraradices produjo un incremento 
significativo de la actividad CAT para el tratamiento Control y para las dosis de As 
analizadas (133.33%, 20.00%, 25.00%), mientras que la inoculación con el patógeno y 
la co-inoculación incrementaron la actividad para las dosis de 0 y 50 mgAs kg
-1
 
(66.66% y 37.50% para la inoculación con M. phaseolina y 100.00% y 37.50% para la 
co-inoculación, respectivamente) (figura 6.4b). 
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Tratamiento Hojas (valor p) Raíces (valor p) 
As <0.0001 <0.0001 
R.i. 0.0023 0.0064 
M.p. n.s n.s 
As x R.i. 0.0066 n.s 
As x M.p. 0.0201 <0.0001 
R.i. x M.p. 0.0003 0.0028 
As x R.i. x M.p. n.s n.s 
 
Figura 6.4. Actividad catalasa (CAT) (pmol mg
-1
 proteína) generado en a) Hojas y b) Raíces. Las barras 
negras corresponden al tratamiento control; las gris oscuro a plantas inoculadas con R. intraradices; las 
grises claro a inoculadas con M. phaseolina; y las blancas a plantas co-inoculadas. Las barras verticales 
representan la desviación estándar. Cada valor representa el valor medio obtenido a partir de 5 réplicas. 
 
La GPOX, por su parte, presentó un comportamiento similar al registrado por la 
SOD, sin embargo, en este caso la incorporación del inóculo de R. intraradices aumentó 
la actividad en hojas únicamente a las dosis de 0 y 50 mgAs kg
-1
 (42.07% y 25.07%). 
La inoculación con M. phaseolina y la co-inoculación incrementaron la actividad 
enzimática en el Control y en todos los tratamientos que recibieron As (55.48%, 55.38% 
y 30.38% para M. phaseolina y 66.10%, 45.51% y 59.57% para la co-inoculación, 
respectivamente); ambos tratamientos no se diferenciaron significativamente de la 
inoculación con el hongo micorrícico (figura 6.5a). 
En el caso de la raíz, la actividad se incrementó con el agregado de R. intraradices a 
las dosis de 0 y 25 mgAs kg
-1
 (39.53% y 25.00%) y con la inoculación de M. phaseolina 
en el Control (11.62%). La co-inoculación mostró una respuesta similar a la registrada 
para el patógeno (25.58%) (Figura 6.5b). 
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Figura 6.5. Actividad guayacol peroxidasa (GPOX) (U µg
-1
 proteína) generado en a) Hojas y b) Raíces. 
Las barras negras corresponden al tratamiento control; las gris oscuro a plantas inoculadas con R. 
intraradices; las grises claro a inoculadas con M. phaseolina; y las blancas a plantas co-inoculadas. Las 
barras verticales representan la desviación estándar. Cada valor representa el valor medio obtenido a 
partir de 5 réplicas. 
 
6.3.2. Trigo 
El daño oxidativo a membranas (TBARS) aumentó, siguiendo el incremento en la 
concentración de As en el sustrato. En hojas, la inoculación con el HFMA redujo el 
daño generado en todas las concentraciones de As evaluadas, mientras que la 
inoculación con F. graminearum no produjo ningún efecto oxidativo mensurable (figura 
6.6a). En raíz, se detectaron reducciones de daño, en plantas inoculadas con el HFMA 
en los tratamientos 25 y 50 mgAs kg
-1
. La inoculación con el patógeno presentó 
mayores valores de TBARS únicamente en el Control (figura 6.6b). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tratamiento Hojas (valor p) Raíces (valor p) 
As 0.0116 <0.0001 
R.i. 0.0001 0.0307 
M.p. <0.0001 n.s 
As x R.i. n.s 0.0181 
As x M.p. n.s n.s 
R.i. x M.p. 0.0382 0.0467 
As x R.i. x M.p. n.s n.s 
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Tratamiento Hojas (valor p) Raíces (valor p) 
As <0.0001 <0.0001 
R.i. <0.0001 <0.0001 
F.g. n.s <0.0001 
As x R.i. <0.0001 n.s 
As x F.g. <0.0001 n.s 
R.i. x F.g. 0.0407 n.s 
As x R.i. x F.g. 0.0001 * 0.0001 * 
 
Figura 6.6. Contenido de malondialdehído (MDA) (nmol g
-1
 peso fresco) generado en A) Hojas y B) 
Raíces. Las barras negras corresponden al tratamiento control; las gris oscuro a plantas inoculadas con R. 
intraradices; las grises claro a inoculadas con F. graminearum; y las blancas a plantas co-inoculadas. Las 
barras verticales representan la desviación estándar. Cada valor representa el valor medio obtenido a 
partir de 5 réplicas. 
 
Las correlaciones realizadas entre el As acumulado en hojas y raíces con el daño 
oxidativo generado muestra correlaciones lineales. En todos los casos se obtuvieron 
correlaciones positivas, es decir que al incrementar el contenido de As en los tejidos se 
incrementó el daño oxidativo generado (cuadro 6.2). 
 
Cuadro 6.2. Valores de R
2
 obtenidos al correlacionar el As retenido en hojas y raíces con el daño 
oxidativo generado en las membranas (TBARS). R.i. corresponde a plantas inoculadas con R. 
intraradices; F.g. a plantas inoculadas con el patógeno F. graminearum; y R.i. + F.g. a plantas co-
inoculadas con ambos microorganismos. 
 
Tratamiento Hojas (R
2
) Raíces (R
2
) 
Control 0.998 0.970 
R.i. 1.000 0.977 
F.g. 0.787 0.985 
R.i. + F.g. 0.992 0.976 
 
El contenido de GSH en el tejido foliar y radical se observa en la figura 6.7 a y b 
respectivamente. Para ambos tejidos, se registró una disminución de la defensa 
antioxidante soluble a medida que incrementó la concentración de As en el sustrato. Sin 
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embargo, la inoculación con R. intraradices aumentó esta defensa en todas las 
concentraciones de As evaluadas. En hojas, la inoculación con el patógeno aumentó el 
contenido de GSH únicamente en el testigo, mientras que en raíz, los incrementos de 
GSH se registraron en los tratamientos 0 y 25 mgAs kg
-1
. En ambos tejidos, la co-
inoculación de HFMA en plantas infectadas con F. graminearum generó un contenido 
de GSH similar al obtenido en los tratamientos inoculados únicamente con R. 
intraradices. 
 
 
Tratamiento Hojas (valor p) Raíces (valor p) 
As <0.0001 <0.0001 
R.i. <0.0001 <0.0001 
F.g. n.s 0.0019 
As x R.i. 0.0028 n.s 
As x F.g. n.s n.s 
R.i. x F.g. 0.0030 0.0036 
As x R.i. x F.g. 0.0116 * n.s 
 
Figura 6.7. Contenido de glutatión (GSH) (nmol g
-1
 peso fresco) generado en a) Hojas y b) Raíces. Las 
barras negras corresponden al tratamiento control; las gris oscuro a plantas inoculadas con R. 
intraradices; las grises claro a inoculadas con F. graminearum; y las blancas a plantas co-inoculadas. Las 
barras verticales representan la desviación estándar. Cada valor representa el valor medio obtenido a 
partir de 5 réplicas. Leras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo al test de Tukey (p < 
0.005). 
 
La actividad SOD se presenta en la figura 6.8. En hojas y raíces se observó un 
incremento de la actividad enzimática, al incrementar la concentración de As en el 
sustrato. En el tejido foliar, la inoculación con el HFMA generó mayores actividades de 
la SOD (84.71%; 28.57% y 16.53%) para 0, 25 y 50 mgAs kg
-1
. F. graminearum 
incrementó la actividad enzimática únicamente en sustratos sin el agregado de As 
(61.35% respecto del tratamiento Control). La inoculación con el HFMA en plantas 
infectadas por el patógeno siguió el mismo patrón obtenido en el tratamiento inoculado 
únicamente con el HFMA, registrando incrementos de 80.46%; 38.21% y 13.15% para 
0, 25 y 50 mgAs kg
-1
 (figura 6.8a). 
En raíces, el efecto de la inoculación con el HFMA se registró en los tratamientos 
con As, incrementando la actividad enzimática (62.68% y 18.20%) en los tratamientos 
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25 y 50 mgAs kg
-1
, respectivamente. En el caso de las raíces infectadas con F. 
graminearum, se encontraron incrementos (34.40%) de la actividad de la SOD 
únicamente en el tratamiento 25 mgAs kg
-1
. De la misma manera, la inoculación con 
ambos microorganismos, generó un incremento del 40.17% para esa concentración 
intermedia de As (figura 6.8b). 
 
Tratamiento Hojas (valor p) Raíces (valor p) 
As <0.0001 <0.0001 
R.i. <0.0001 0.0011 
F.g. <0.0001 <0.0001 
As x R.i. n.s 0.0176 
As x F.g. 0.0010 <0.0001 
R.i. x F.g. n.s n.s 
As x R.i. x F.g. n.s n.s 
 
Figura 6.8. Actividad superóxido dismutasa (SOD) (U mg
-1
 proteína) generado en a) Hojas y b) Raíces. 
Las barras negras corresponden al tratamiento control; las gris oscuro a plantas inoculadas con R. 
intraradices; las grises claro a inoculadas con F. graminearum; y las blancas a plantas co-inoculadas. Las 
barras verticales representan la desviación estándar. Cada valor representa el valor medio obtenido a 
partir de 5 réplicas. 
 
La actividad CAT, se incrementó siguiendo el aumento en la concentración de As en 
el medio. En ambos tejidos, la inoculación con el HFMA incrementó la actividad de la 
enzima (75.94%; 29.09% y 23.37%) para las hojas y (68.04%; 22.33% y 17.27%) para 
las raíces en los tratamientos 0; 25 y 50 mgAs kg
-1
, respectivamente. En hojas, la 
inoculación con el patógeno no generó modificaciones respecto al control sin inocular. 
En raíz, F. graminearum incrementó la actividad CAT (98.20%) únicamente en el 
Control (0 mgAs kg
-1
). La co-inoculación con el HFMA y el patógeno se tradujo en un 
incremento de la actividad enzimática en hojas, (63.08% y 16.99%) en los tratamientos 
0 y 25 mgAs kg
-1
, mientras que en raíz este aumento (71.92%) se observó 
exclusivamente en el Control (figuras 6.9a y 6.9b). 
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Tratamiento Hojas (valor p) Raíces (valor p) 
As <0.0001 <0.0001 
R.i. <0.0001 0.0003 
F.g. n.s n.s 
As x R.i. n.s n.s 
As x F.g. n.s <0.0001 
R.i. x F.g. 0.0001 <0.0001 
As x R.i. x F.g. n.s n.s 
 
Figura 6.9. Actividad catalasa (CAT) (pmol mg
-1
 proteína) generado en a) Hojas y b) Raíces. Las barras 
negras corresponden al tratamiento control; las gris oscuro a plantas inoculadas con R. intraradices; las 
grises claro a inoculadas con F. graminearum; y las blancas a plantas co-inoculadas. Las barras verticales 
representan la desviación estándar. Cada valor representa el valor medio obtenido a partir de 5 réplicas. 
 
La actividad de la enzima GPOX, siguió el aumento de la concentración de As en el 
sustrato. En ambos órganos estudiados se detectó un incremento de la actividad 
enzimática en plantas inoculadas con el HFMA: 27.94% y 46.87% en hojas y 23.94% y 
20.00% en raíces en los tratamientos 25 y 50 mgAs kg
-1
. La infección del patógeno 
generó un incremento del 35.00% en la actividad enzimática, en hojas en el Control; 
mientras que en raíz generó aumentos en las dosis de 0 y 25 mgAs kg
-1
 (44.23% y 
33.80%), respectivamente. En ninguno de los dos tejidos analizados se observó efecto 
de la co-inoculación (figuras 6.10a y 6.10b). 
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Tratamiento Hojas (valor p) Raíces (valor p) 
As <0.0001 <0.0001 
R.i. <0.0001 n.s 
F.g. n.s 0.0064 
As x R.i. <0.0001 0.0250 
As x F.g. 0.0140 0.0062 
R.i. x F.g. 0.0497 <0.0001 
As x R.i. x F.g. n.s n.s 
 
Figura 6.10. Actividad guayacol peroxidasa (GPOX) generado en a) Hojas (U mg
-1
 proteína) y b) Raíces 
(U µg
-1
 proteína). Las barras negras corresponden al tratamiento control; las gris oscuro a plantas 
inoculadas con R. intraradices; las grises claro a inoculadas con F. graminearum; y las blancas a plantas 
co-inoculadas. Las barras verticales representan la desviación estándar. Cada valor representa el valor 
medio obtenido a partir de 5 réplicas. 
 
6.4. Discusión 
En el presente capítulo se investigó el daño oxidativo y la respuesta antioxidante 
generada por las plantas de soja y trigo sometidas a los efectos del As, del hongo 
micorrícico R. intraradices y de los hongos patógenos M. phaseolina o F. 
graminearum. La mayoría de las plantas son sensibles a la presencia de elementos 
tóxicos y experimentan estrés oxidativo (Yadav, 2010). En particular, está documentado 
que la exposición a los iones arseniato y/o arsenito induce la producción de ERO, 
incluyendo O2•
-, •OH y H2O2, provocando daño celular y a partir de allí efectos 
deletéreos sobre los tejidos y la planta entera (Singh et al., 2006; Ahsan et al., 2008; 
Mallick et al., 2011). 
La reducción en la biomasa indicada previamente en soja y trigo (Capítulos 4 y 5), a 
medida que se incrementó la concentración de As en el suelo, se debe con seguridad al 
efecto negativo en el funcionamiento celular de las plantas, dado que la energía de las 
mismas es utilizada para la formación de los elementos relacionados con el estrés, como 
PC y antioxidantes (Zhao et al., 2003; Srivastava et al., 2005; Cao et al., 2009). Otra de 
las causas posibles de la reducción de la biomasa podría ser debida a una mayor 
permeabilidad celular y pérdida de tejido debidos al estrés oxidativo (Ansari et al., 
2013).  
La producción de TBARS es un indicador de la generación de ERO y daño a 
membrana. En esta tesis, se observaron incrementos de los TBARS en las plantas de 
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soja y trigo, siguiendo el aumento en la concentración de As en el medio, lo que implica 
una ruptura de la membrana y daño al ADN. Estos resultados concuerdan con lo 
registrado por Geng et al. (2006) en plantas de trigo, por Choudhury et al. (2011) en 
arroz y por Bustingorri et al. (2015) en plantas de soja.  
La inoculación de las plantas de soja y trigo con el HFMA disminuyó el daño 
generado en hojas y en raíces. Esta disminución en la peroxidación lipídica, ha sido 
observada bajo diferentes condiciones de estrés en plantas inoculadas con HFMA. Por 
ejemplo, Ruiz-Lozano et al. (2001), Porcel et al. (2003), Porcel y Ruiz-Lozano (2004), 
Wu et al. (2006) y Bompadre et al. (2014) observaron disminuciones de los TBARS en 
raíces y tallos de plantas inoculadas con HFMA sometidas a estrés hídrico. En el caso 
de ambientes contaminados, Garg y Aggarwal (2012) registraron disminuciones de 
TBARS en plantas de Cajanus cajan (L.) inoculadas con HFMA en suelos con elevados 
contenidos de Pb y Cd. En el caso específico del As, Garg et al. (2015) detectaron 
reducciones de daño en plantas de Cajanus cajan (L.) y Pisum sativum (L.) cultivadas 
en suelos enriquecidos también con Cd, cuando estaban inoculadas con Glomus 
mosseae. 
La infección con los patógenos, en forma opuesta a lo registrado para los  HFMA, 
incrementó el daño causado por la presencia de As. Kumari et al. (2015), observó que 
M. phaseolina induce la producción de ERO, lo que se traduce también en un daño a la 
membrana y en una destrucción de las organelas y biomoléculas celulares. En nuestro 
caso, y en concordancia con los resultados de Kumari et al. (2015) (en plantas de sorgo 
infectadas por M. phaseolina) y con Gherbawy et al. (2012) (en plantas de trigo 
infectadas con varias especies del género Fusarium), se rompió el equilibrio entre las 
ERO y los antioxidantes, obteniendo como resultado un incremento en el daño generado 
y por ende un aumento en la concentración de malondialdehido (MDA).  
El contenido de GSH, disminuyó para ambos cultivos y para ambos órganos 
analizados siguiendo el aumento en la concentración de As en el sustrato. Estos 
resultados concuerdan con lo observado por Bustingorri et al. (2014) en plantas de soja 
cultivadas en suelos enriquecidos con As y por Rao y Sresty (2000) en frijol cultivados 
en suelos contaminados con Ni y Zn. La reducción en los niveles de GSH podría estar 
relacionada con que la exposición de las plantas al As reduce los “pools” celulares de 
Cys (Sung et al., 2009) y es posible que la síntesis de PC disminuya los “pools” de 
GSH, disminuyendo la capacidad antioxidante (Sneller et al., 1999; Hartley-Whitaker et 
al., 2001a). Sin embargo, estos resultados se oponen a lo observado por Farooq et al. 
(2015), quienes registraron incrementos de GSH en raíces de colza sometidas a elevadas 
concentraciones de As y con Tan et al. (2015) quienes no observaron variaciones en el 
GSH de Solanum photeinocarpum sometidas a Cd.  
La inoculación con R. intraradices aumentó el contenido de GSH. En este sentido, es 
posible que los HFMA produzcan altas cantidades de GSH per se (Schützendübel y 
Polle, 2002), y luego los transloquen a su hospedante. Sin embargo, no hay información 
hasta el momento sobre la transferencia de este tiol-péptido a partir de los HFMA a la 
raíz. Por otra parte, tal como observó Giovannetti et al. (2014) en plantas de Lotus 
japonicus micorrizadas, es posible que la inoculación con HFMA influya en la 
expresión de transportadores de sulfato de la planta, lo que finalmente conduce a una 
mayor producción de GSH. La enfermedad generada por M. phaseolina en soja no 
modifico los niveles de GSH en hojas y raíces. En trigo, F. graminearun aumentó los 
niveles de GSH, fundamentalmente en raíz.  
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El incremento en la concentración de As en el sustrato, indujo alteraciones 
significativas en la actividad de las enzimas antioxidantes en las hojas y raíces de las 
plantas de soja y trigo. En general, se produjo un aumento de la actividad de las enzimas 
SOD, CAT y GPOX a medida que incrementó la concentración de As en el sustrato. 
Estos resultados concuerdan con lo observado por Hartley-Whitaker et al. (2001b),  
Mascher et al. (2002), Singh et al. (2007), Bustingorri et al. (2014) y Singh et al. (2015) 
en Holcus lanatus, trébol rojo, frijol, soja y arroz expuestos a As, respectivamente, 
quienes evidenciaron incrementos de SOD, CAT, APX y GPOX. 
La inoculación con los HFMA, generó mayores incrementos de estas enzimas. 
Varios estudios han indicado que, en suelos contaminados la simbiosis micorrícica 
puede aumentar las actividades antioxidantes, disminuyendo el daño oxidativo y 
mejorando la tolerancia de las plantas al estrés generado por los metales/melaloides en 
el suelo. Chen et al. (2015) encontró que la inoculación con Funneliformis mosseae 
aumentó las actividades de SOD y CAT en Populus euphratica cultivada en un suelo 
contaminado con Pb. Del mismo modo, Rozpadek et al. (2014) encontraron que la 
inoculación de Rhizophagus irregularis aumenta las actividades de SOD, CAT y POD 
en Cichorium intybus en suelos contaminados con Zn, Pb y Cd. Además, Garg y 
Aggarwal (2012) también observaron que la inoculación con F. mosseae incrementa la 
actividad de la SOD, CAT, POD y GR en Cajanus cajan en suelos contaminados con 
Cd o Pb.  
Dado que las enzimas SOD, CAT, GPOX están involucradas en la ruptura del H2O2 
en agua y oxígeno molecular, tienen un efecto sinérgico en la captación de H2O2 celular. 
El incremento en la actividad enzimática detectado en esta tesis en plantas micorrizadas 
sugiere que la simbiosis con R. intraradices ayudó a aliviar el daño oxidativo a las 
biomoléculas de las plantas de soja y trigo cultivadas en suelos contaminados con As. 
Este incremento en la actividad de las enzimas antioxidantes coincide con los menores 
valores de TBARS registrado en plantas inoculadas. En el presente Capítulo, la 
disminución significativa del contenido de MDA, medido a través del TBARS, en las 
plantas micorrizadas indica que la simbiosis R. intraradices – Soja y R. intraradices – 
Trigo, es efectiva para disminuir el daño oxidativo generado por efecto del As. 
La infección con los patógenos, también incrementó en algunos casos la actividad de 
las enzimas SOD, CAT y GPOX, sin embargo este aumento en la actividad antioxidante 
no se tradujo en una disminución del TBARS tal como ocurrió con los HFMA. Estos 
resultados concuerdan con lo observado en plantas de tomate atacadas Sclerotium 
rolfsii, Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani (Jetiyanon, 2007; Mandal et al., 2008; 
Nikraftar et al., 2013) 
La co-inoculación de las plantas con los hongos patógenos y con el HFMA y en 
presencia de As, en general, no se tradujo en disminuciones de los TBARS ni en 
incrementos de la actividad de enzimas antioxidantes. Los únicos casos en los que se 
observaron efectos de la triple interacción (As x R. intraradices. x F.graminearum) 
fueron en los TBARS de las plantas de trigo donde se registró una tendencia a que este 
parámetro disminuyera, aunque no se diferenció del tratamiento inoculado únicamente 
con F. gramnearum. Otro caso de triple interacción se observó en el contenido de GSH 
de plantas de trigo, donde se registró una actividad similar a la obtenida en plantas 
inoculadas únicamente con el HFMA. Estos resultados sugieren que la inoculación con 
HFMA en la mayoría de los casos no pudo revertir los daños oxidativos generados por 
el As y por el patógeno cuando estos actúan en conjunto. 
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6.5. Conclusiones preliminares 
La actividad, SOD, CAT y GPOX en las plantas de soja y trigo inoculadas con R. 
intraradices fue más alta que la registrada en plantas no micorrizadas. Adicionalmente, 
los TBARS detectados en plantas inoculadas con HFMA fueron más bajos que los 
registrados en las plantas testigo. La inoculación con los patógenos evaluados también 
incrementó la respuesta antioxidante de la planta, pero ésta no fue suficiente como para 
disminuir el daño generado. Esto se debe a que ambos patógenos favorecieron el 
desequilibrio entre las ERO y los antioxidantes en los tejidos evaluados, obteniendo 
como resultado un incremento en los TBARS de ambos hospedantes. Por otra parte, el 
mecanismo de defensa no enzimático evaluado (GSH), disminuyó al incrementar el As 
en el sustrato, pero esta disminución fue menos marcada en presencia de R. 
intraradices. 
Por lo expuesto, se rechaza parcialmente la hipótesis planteada en el presente 
Capítulo. La simbiosis micorrícica pudo disminuir el daño oxidativo generado por el As 
y por los patógenos en forma aislada, incrementando los mecanismos de defensa 
antioxidante de las plantas de soja y trigo. Sin embargo en general, no se observaron 
efectos en la triple interacción (As x HFMA x Patógeno), por lo que la inoculación con 
R. intraradices en plantas infectadas por patógenos no generó reducciones significativas 
del daño cuando el As y el patógeno afectaron conjuntamente a las plantas. 
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CAPÍTULO 7 
Efecto de la inoculación micorrícica y altas concentraciones de 
arsénico en el suelo, sobre la supervivencia de soja sometida a fuerte 
estrés hídrico 
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7.1. Introducción 
Como se analizó en los capítulos anteriores, los HFMA establecen una simbiosis 
mutualista con el 80.00% de las plantas vasculares, incluyendo en este porcentaje a los 
diferentes cultivos. Uno de los beneficios de esa asociación para las plantas hospedantes 
es que mejora su tolerancia a estreses abióticos, en general, y mejora el crecimiento bajo 
condiciones de estrés hídrico, en particular (Augé, 2001; Zhao y He, 2007). El nivel 
hídrico del suelo fue definido como el principal factor determinante de los rendimientos 
de los cultivos (Magrin et al., 2005). El déficit hídrico reduce la producción de biomasa, 
debido a disminuciones en la transpiración durante las etapas vegetativas de un cultivo, 
y afecta los estados reproductivos, particularmente en el momento de la floración (Hall 
et al., 1992). Por otra parte, este tipo de estrés también afecta el desarrollo radical y, 
consecuentemente, la absorción de nutrientes (Eghball y Maranville, 1993). 
Por otra parte, la concentración de potasio (K
+
) es de gran importancia fisiológica, 
pues regula la capacidad de toma de agua por las raíces, que puede ser afectada por la 
simbiosis micorrícica arbuscular (Porras- Soriano et al. 2009; Benlloch-González et al. 
2010). Este nutriente, junto con el calcio (Ca
2+
) juega un rol crítico en la apertura y 
cierre de los estomas de las hojas (Humble y Raschke, 1971; Weyers y Meidner, 1990). 
Una deficiencia de K+ puede dañar severamente la relación planta-agua (Jordan-Meille 
y Pellerin 2004), y conducir a limitaciones a nivel de estomas, así como procesos 
bioquímicos que afectan la fotosíntesis (Bednarz et al., 1998). 
Debido a que la soja puede cultivarse en un amplio rango de ambientes y sistemas de 
manejo, el cultivo ha avanzado sobre ambientes marginales, incluyendo tierras agrícolas 
con limitaciones hídricas y, en esos casos, está sometida a frecuentes condiciones de 
sequía. Como se mencionó también en los capítulos previos, el agua subterránea en 
varias regiones del mundo y de la Argentina específicamente, posee elevadas 
concentraciones de As (Smedley y Kinniburgh, 2002). La irrigación con este tipo de 
agua enriquecida con As de origen geogénico puede ocasionar un incremento de la 
concentración de este elemento tóxico en los suelos. El resultado de cultivar esos suelos 
contaminados ha sido ampliamente documentado (Heikens et al., 2007; Senanayakea y 
Mukherjib, 2014). Como se analizó, también previamente, las plantas expuestas a 
niveles elevados de As sufren estrés oxidativo y muestran síntomas de toxicidad, 
disminución de la biomasa aérea y radical y en el rendimiento y, en algunos casos, 
llegan a morir (Abedin et al., 2002a, b, c).  
Las plantas sometidas a excesos de As sufren una disminución potencial del agua 
foliar, la tasa de transpiración, la conductancia estomática y también una ligera 
disminución en el contenido de agua relativo (Stoeva et al., 2005). Los efectos positivos 
de las micorrizas sobre plantas de soja sometidas a estrés hídrico han sido estudiados 
por varios autores (Busse y Ellis, 1985; Tjondronegoro y Gunawan, 2000; Ruiz-Lozano 
et al., 2001; Porcel y Ruiz Lozano, 2004). Sin embargo, no se registra un conocimiento 
claro sobre los efectos de condiciones extremas de estrés hídrico sobre plantas de soja 
inoculadas con HFMA cuando el cultivo es sometido a la presencia de As en el agua de 
riego.  
 
Objetivo 
Evaluar la supervivencia de plantas de soja inoculadas con el hongo micorrícico R. 
intraradices creciendo en suelos con crecientes concentraciones de As y sometidas a 
una condición de estrés hídrico repentina y severa. 
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Hipótesis 
La presencia de As en el agua de riego afecta el balance hídrico de la soja y altera el 
efecto deletéreo del estrés hídrico. Predicción: La inoculación con HFMA no   
incrementará la tolerancia de la soja a un estrés hídrico severo en suelos con As. 
   
7.2. Materiales y Métodos  
Se llevó a cabo un experimento en invernáculo utilizando macetas de 1000 cm
3
 de 
capacidad con el sustrato indicado en el Capítulo 2. El experimento tuvo un diseño 
factorial con cinco repeticiones (colocando una única planta por maceta) y los factores 
fueron: estrés hídrico, plantas de soja inoculada y no inoculada con HFMA (R. 
intraradices) y diferentes niveles de As. El As se aplicó en la solución de riego según lo 
indicado en el Capítulo 2. Los tratamientos fueron: T1 (agua sin As), T2 (0.5 mgAs l
-1
), 
T3 (1 mgAs l
-1
), T4 (5 mgAs l
-1
), T5 (10 mgAs l
-1
) y T6 (25 mgAs l
-1
). Las plantas de 
soja se desarrollaron hasta el estadio R4.  
El sustrato fue mantenido entre 80 y 100% de la CC por 60 días después de la 
siembra. Al día siguiente las plantas se regaron en exceso y, a partir de ese momento, la 
irrigación se detuvo completamente. El contenido de agua del sustrato presente en las 
macetas fue testeado continuamente y las plantas fueron cosechadas cuando el nivel 
hídrico se encontró por debajo del PMP. Esto tuvo lugar 72 horas después que la 
irrigación fue interrumpida.  
Para la realización de este ensayo, se utilizó el inoculo obtenido tal como se describió 
en el Capítulo 2. En primer lugar, el inóculo fue propagado en macetas de 1000 cm
3
 de 
capacidad conteniendo arena: suelo: perlita (3:2:1) como sustrato esteril y utilizando 
trébol blanco y sorgo como hospedantes durante 4 meses. Transcurrido ese lapso de 
tiempo, se procedió a testear la correcta propagación del inóculo; para ello se realizó un 
tamizado en húmedo (Gerdemann y Nicolson, 1963) con posterior gradiente de sacarosa 
(Walker et al., 1982), tal como se explicó en el Capítulo 2 con el objetivo de evaluar la 
cantidad de esporas presentes. Paralelamente, se realizó una tinción con Azul de Tripán 
de una pequeña muestra de raíces de trébol y sorgo para visualizar la presencia de las 
estructuras características de los HFMA dentro de la raíz (Phillips y Hayman, 1970).El 
inóculo de este ensayo estuvo compuesto por esporas presentes en el sustrato, pequeños 
trozos de raíces colonizadas y micelio extra-radical. Cada maceta recibió 11 g de 
inóculo, conteniendo 141 esporas g
-1
 de suelo seco. 
En este experimento, se determinó la colonización micorrícica a través del porcentaje 
de colonización según la metodología propuesta por Mc Gonigle et al. (1990) (Capítulo 
2) y la sobrevivencia de las plantas de soja al momento de la cosecha. Luego de tomar 
las muestras para testear el contenido hídrico, el sustrato presente en las macetas se regó 
a capacidad de campo. Las plantas que no se recuperaron del estrés hídrico practicado 
se consideraron muertas, mientras que las que reanudaron su crecimiento después de 24 
horas, se consideraron sobrevivientes. Las plantas sobrevivientes se expresaron como 
porcentaje de plantas vivas sobre el total de plantas. Se cosecharon todas las plantas, se 
separó la parte aérea de la radical y se secaron a 70°C en estufa hasta registrar peso 
constante.  
En las muestras del T1 se determinó Ca, Mg y K utilizando espectrometría de 
emisión de plasma inductivamente acoplada a argón (ICPES) luego de realizar una 
digestión ácida (Association of Official Agricultural Chemists, 1965). Además se 
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determinó el contenido de N total utilizando el método de Kjeldahl y el contenido de P 
por digestión húmeda con una mezcla 3:1 (v/v) de HNO3/HClO4 concentrado (Jones y 
Case, 1990).  
El contenido de arsénico se determinó deacuerdo a lo desarrollado en el Capítulo 2, 
en muestras tamizadas y homogeneizadas de biomasa aérea de las plantas no 
inoculadas. Las muestras se extrajeron realizando una digestión ácida con HNO3 / H2O2 
y el As se midió por absorción atómica (ICP-AES) (USEPA, 2006). En el caso del As 
presente en el sustrato, se extrajo la fracción biodisponible utilizando una solución de 
ácido acético y acetato de sodio 1.0 M, se filtró, se acidificó y se cuantificó por 
absorción atómica de acuerdo con el método EPA6010 (USEPA, 2006). 
Los resultados fueron analizados estadísticamente tal como se mencionó en el 
Capítulo 2. Se realizó un ANOVA, previo testeo de los supuestos de normalidad y 
homogeneidad de varianza. Para evidenciar las diferencias significativas entre los 
tratamientos se utilizó el test de Tukey (p < 0.05). Para el análisis de sobrevivencia se 
realizaron pruebas de relaciones significativas utilizando el estadístico X
2
 con un nivel 
de confianza de 0,05. La fuerza de las asociaciones entre las variables se determinó por 
medio del coeficiente V de Cramer. Valores V de Cramer > 0,4 se consideraron como 
asociaciones relativamente fuertes. 
 
7.3. Resultados   
El contenido de agua encontrado en el suelo presente en las macetas al finalizar el 
experimento fue de 74.5 g kg
-1
 ± 1.7 en las macetas con las plantas no inoculadas y 51.5 
g kg
-1
 ± 0.30 en las macetas con las plantas inoculadas. La concentración media de As 
en suelos después de la cosecha fue: T1 0.6 mgAs kg
-1
; T2 1.227 mgAs kg
-1
; T3 1.413 
mgAs kg
-1
; T4 2.937 mgAs kg
-1
; T5 4.842 mgAs kg
-1
y T6 6.747 mgAs kg
-1
. Al 
momento de la cosecha, la concentración media de As en la biomasa aérea fue de: T1 
0.754 mgAs kg
-1
; T2 0.909 mgAs kg
-1
; T3 0.956 mgAs kg
-1
; T4 1.332 mgAs kg
-1
; T5 
1.803 mgAs kg
-1
 y T6 2.274 mgAs kg
-1
.   
La figura 7.1 muestra que la colonización radical con R. intraradices superó 64.00% 
en plantas inoculadas. No se observaron efectos significativos del As sobre la infección 
micorrícica. La biomasa aérea de las plantas no inoculadas, al momento de la cosecha, 
fue significativamente mayor que en las plantas inoculadas. Los efectos de la 
concentración de As del suelo sobre la biomasa aérea pueden ser separados en dos 
categorías: los tratamientos sin As o con bajas concentraciones (T1, T2 y T3) no 
muestran diferencias significativas entre ellos, mientras que los tratamientos con 
concentraciones más elevadas de As (T4, T5 y T6) muestran una reducción significativa 
en biomasa aérea. Las plantas inoculadas mostraron una disminución significativa en su 
biomasa sólo en el tratamiento T6 (figura 7.1). La biomasa radical también mostró 
diferencias entre plantas no inoculadas e inoculadas, obteniéndose menor biomasa en 
éstas últimas. Los efectos del As fueron solo detectados por la significativa disminución 
de la biomasa radical de plantas inoculadas en los tratamientos T5 y T6. 
El análisis de la sobrevivencia de las plantas de soja después de la imposición del 
estrés hídrico, mostró que las plantas no inoculadas murieron en los tratamientos sin As 
o con baja concentración del metaloide (T1, T2 y T3). Las plantas remanentes no 
inoculadas pero con alta concentración de As (tratamientos T4, T5 y T6) mostraron una 
alta tasa de sobrevivencia, del 60.00% al 100%. Todas las plantas inoculadas, por otro 
lado, permanecieron vivas independientemente de la concentración de As. Las plantas 
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sobrevivientes pasaron desde el 20.00% en el tratamiento T1 al 80-100% en los 
restantes tratamientos. 
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Figura 7.1. A) Biomasa aérea (g); B) Biomasa radical (g); C) Porcentaje de colonización micorrícica y; D)  supervivencia de plantas de soja sometidas a estrés hídrico severo 
y concentraciones crecientes de As. Media ± DS (n = 5).
As: p = < 0,0001 
R.i: p = 0,0178 
As x R.i: p = n.s  
As: p = < 0,0001 
R.i: p = < 0,0001 
As x R.i: p = n.s  
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La figura 7.2 muestra los contenidos de Ca, Mg y K de la biomasa aérea y radical. Las 
cantidades de Ca y Mg en plantas inoculadas y no inoculadas fueron similares. En 
cambio, el contenido de K fue significativamente mayor en la biomasa aérea de las 
plantas inoculadas. Por otra parte, las plantas inoculadas también mostraron 
significativamente mayores contenidos de N en la biomasa aérea pero no se encontraron 
diferencias en la biomasa radical. Además, no se detectaron diferencias significativas en 
el contenido de P en la biomasa aérea y radical, tanto en las plantas  inoculadas como en 
las no inoculadas.  
 
 
 
Figura 7.2. Contenidos promedio y desviación estándar de calcio, magnesio, potasio, nitrógeno y fósforo 
en A) biomasa aérea y B) biomasa radical de soja. Diferencias significativas de acuerdo con el test de 
Tukey (p < 0.05). 
 
7.4. Discusión 
La colonización radical indicó que la inoculación fue activa aún en los suelos a los 
que se agregó As a través del agua de riego ya que los HFMA colonizaron todas las 
raíces de soja (vivas y muertas) a lo largo del experimento. Las plantas de soja sufrieron 
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una repentina y muy fuerte escasez de agua (contenido de agua 7.45% en las plantas no 
inoculadas y 5.15% en plantas inoculadas), claramente por debajo del contenido de agua 
en el PMP (9.95%). Esta fue una situación severa y limitante, pero es conocido que los 
efectos de tratamientos de sequía son difíciles de estandarizar debido a las 
características del ambiente local, propiedades de los suelos y atributos vegetales (Panda 
et al., 2004). Es evidente que la falta de agua en volúmenes confinados es más crítica, 
pero el efecto del estrés hídrico depende mucho de la intensidad del déficit. De acuerdo 
con Rimski-Korsakov et al. (2009) los resultados en experimentos de campo y en 
macetas son similares. En el presente caso, la biomasa aérea y radical de la soja fue 
menor en plantas inoculadas en oposición a lo encontrado por Ahmed et al. (2011) o Li 
et al. (2011), quienes encontraron incrementos en la biomasa radical de plantas 
inoculadas. El mayor contenido en la biomasa aérea de plantas inoculadas puede ser 
explicado por la mayor absorción y transferencia de N a través de las hifas 
extraradicales de los HFMA a sus plantas hospedantes, en suelos agrícolas 
relativamente secos (He et al., 2003). Sin embargo, otros autores muestran coincidencia 
con los resultados de la presente tesis, ya que se han registrado mayores biomasas 
radicales en plantas no inoculadas (Gardezi et al., 2001). 
Las plantas de soja inoculadas y sometidas a estrés hídrico, sobrevivieron. El ajuste 
del potencial osmótico por los HFMA es probablemente una de las más importantes 
razones que mejora la habilidad de las plantas hospedantes para sobrevivir a estreses 
hídricos extremos (Fusconi y Berta, 2012). En adición, bajo condiciones de estrés 
causado por una sequía, las plantas inoculadas con los HFMA muestran una menor tasa 
de transpiración que las plantas no inoculadas. Esto ha sido relacionado con un 
incremento significativo en la concentración de ácido absícico foliar (Aroca et al., 
2008). Por otro lado, el contenido de K en los tejidos vegetales se relaciona con la 
absorción de agua por las raíces y su función se modifica por la simbiosis micorrícica 
arbuscular (Porras-Soriano et al., 2009; Benlloch-González et al., 2010). El potasio 
juega un rol crítico en la apertura y cierre de los estomas foliares y su deficiencia puede 
dañar severamente las relaciones planta-agua (Jordan-Meille y Pellerin, 2004); esto 
puede conducir a limitaciones en la actividad de los propios estomas así como de la 
fotosíntesis (Bednarz et al., 1998). Los mayores contenidos de K encontrados en plantas 
inoculadas están de acuerdo con los resultados de Querejeta et al. (2007) y Porras-
Soriano et al. (2009) quienes encontraron que la mayor sobrevivencia de las plantas 
inoculadas podría ser parcialmente vinculada a un mayor contenido de K en los tejidos 
vegetales. 
Los incrementos en la concentración de As en el suelo afecta la respuesta de las 
plantas de soja, reduciendo su producción en biomasa aérea y radical, de manera similar 
a lo encontrado en otros cultivos (Deuel y Swoboda, 1972; Stoeva et al., 2005; Singh et 
al., 2007; Lee y Yu, 2012). En el presente caso, la biomasa aérea de plantas no 
inoculadas fue afectada negativamente cuando la concentración de As en el agua de 
irrigación excedió los 5 mgAs l
-1
, lo cual es equivalente a casi 3 mgAs kg
-1
 en el suelo. 
Las plantas inoculadas fueron sólo afectadas por el agua de irrigación con 
concentraciones de 25 mgAs l
-1
, una concentración alta, no encontrada en áreas 
irrigadas con aguas subterráneas ricas en As (Smedley y Kinniburgh, 2002). Estos 
resultados que indican que la biomasa de plantas de soja inoculadas con R. intraradices 
son afectadas por el As únicamente a altas concentraciones, muestran alguna 
coincidencia con los estudios llevados adelante por Li et al. (2011) en arroz. No 
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obstante, aunque los resultados varían de acuerdo con la combinación planta-hongo,  
nuestros resultados resultan concordantes con lo encontrado por Ahmed et al. (2011) en 
lentejas (Lens culinaris L.) inoculadas por G. mosseae.  
Las plantas sometidas a altas concentraciones de As redujeron su acumulación en 
biomasa, afectando la relación planta-agua. Las membranas son vulnerables en plantas 
estresadas por As, lo cual induce a daño celular. Esto conduce al desbalance en la 
absorción de nutrientes y el contenido de agua en las células vegetales, y a la 
disminución de la conductancia estomática. El efecto negativo del As en el proceso de 
transpiración se debe probablemente a la perturbación en la absorción y transporte de 
agua (Garg y Singla, 2011). También, Stoeva et al. (2004) mostraron que el potencial 
agua de las hojas y la tasa de transpiración en poroto disminuyó en plantas tratadas con 
As mientras que  el contenido relativo de agua disminuyó ligeramente. 
Los resultados de la colonización radical por parte del hongo in-vivo, expuestos en 
este capítulo, son opuestos a los presentados en el Capítulo 3 (test in-vitro). Los 
resultados del presente capítulo muestran que el inóculo fue activo aún en los suelos 
expuestos a altos niveles de As. Esta situación aparentemente contradictoria (Figuras 
3.2 y 3.4 vs. cuadro 7.1) puede deberse, a las condiciones experimentales del test de 
colonización radical. En este caso, la concentración de As en el sustrato se fue 
incrementando paulatinamente por las sucesivas aplicaciones de soluciones de riego. 
Por lo tanto, es posible que la colonización del hongo ya estuviera establecida en las 
etapas inicales del cultivo, antes que el As se acumulara significativamente en el suelo. 
Pero, hay que tener en cuenta que en el test in-vitro el As se encuentra totalmente en 
forma disponible. En cambio, en el test in-vivo la solubilidad del As es efectivamente 
menor como se indicó previamente en esta tesis, por distintos factores del suelo. Entre 
otros, se cuenta la adsorción, precipitación y/o complejación causada por la presencia de 
óxidos de hierro y aluminio, arcillas, calcáreo, materia orgánica, fosfatos y otros iones 
competitivos, y la influencia del pH (Fitz y Wenzel, 2002; Zarei et al., 2010). Esta 
diferencia en los resultados de los capítulos 3 y 7 puede acreditarse a estas razones por 
separado o en conjunto. 
 
7.5. Conclusiones preliminares 
La tolerancia de la soja al estrés hídrico mejoró en las plantas inoculadas por R. 
intraradices, por lo que se rechaza la hipótesis planteada. Las concentraciones 
significativamente mayores de K en plantas inoculadas junto con el ajuste del potencial 
osmótico y su menor tasa de transpiración están entre las razones de la habilidad de las 
plantas de soja para sobrevivir bajo un estrés hídrico extremo. Las plantas sometidas a 
concentraciones crecientes del As mostraron una significativa sobrevivencia 
independientemente del tratamiento de inoculación. El efecto negativo de As sobre las 
plantas que relaciona el equilibrio hídrico y sus pérdidas de agua, podría explicar por 
qué las plantas de soja afectadas por As sobrevivieron bajo la situación de estrés hídrico 
extremo. Se observó que los efectos benéficos de la inoculación con R. intraradices sólo 
estuvieron presentes en plantas sometidas a riego con bajas concentraciones de As. A 
altas dosis de este metaloide, el efecto en la sobrevivencia de las plantas fue 
exclusivamente causado por los efectos del As sobre la planta. 
  
 
 
CAPÍTULO 8 
Conclusiones generales
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El As se encuentra ampliamente distribuido en la litósfera, hidrósfera y biósfera 
(Cullen y Reimer, 1989). La contaminación con este metaloide puede ser de origen 
antrópico o geogénico. La contaminación de origen geogénico puede tener lugar en 
sedimentos y, especialmente, en acuíferos de varias regiones del mundo (Smedley et al., 
2002a, b). El As contenido en aguas subterráneas puede alcanzar el suelo debido a las 
prácticas de riego con aguas enriquecidas en este elemento. A ellos se suman suelos de 
zonas agrícolas marginales que sufren, contaminación por ascenso capilar de capas 
freáticas ricas en estos elementos (Reinaudi y Lavado, 1978; Blanco et al., 2006).  
El As es tóxico para los consumidores primarios y secundarios y por supuesto para 
los cultivos (Kim et al., 2009). Los límites tóxicos para la mayoría de las plantas se 
encuentran entre 5 - 20 mgAs kg
-1
 (Mendez y Maier 2008), y los síntomas comunes a la 
toxicidad por As incluyen reducción del crecimiento radical, clorosis en hojas, 
incremento de la esterilidad y pérdidas de rendimiento (Meharg y Hartley-Whitaker 
2002; Raab et al. 2007; Smith et al., 2010). 
  Por otra parte, los cultivos son afectados, por enfermedades fúngicas desde sus 
primeras etapas vitales. En el caso de la soja se destacan  las podredumbres (Pearson et 
al., 1984) y en el trigo, las fusariosis (Mazzilli et al., 2007). Otro grupo de 
microorganismos presentes en el suelo  y asociados a las raíces de las plantas son los 
HFMA, que pueden formar asociaciones con las plantas vasculares (Schwarzott et al., 
2001; García y Mendoza 2008) y mejorar la nutrición mineral y el estado hídrico de las 
plantas (Li et al., 2014), así como incrementar la resistencia de las plantas a elementos 
tóxicos (Hildebrandt et al., 2007). 
La simbiosis micorrícica influye en el metabolismo de las plantas (Smith et al., 
2010), y ejerce efectos protectores sobre las plantas sometidas a As. Este efecto se 
produce por, la transformación de arsénico inorgánico en formas orgánicas menos 
tóxicas o por dilución de la concentración de As en la biomasa vegetal (González-
Chávez et al., 2002, Liu et al., 2005, Chen et al., 2007, Ultra et al., 2007a, b; Xu et al., 
2008). 
En esta tesis se plantearon varios objetivos y se pusieron a prueba una serie de 
hipótesis expuestas en cada Capítulo. El presente Capítulo está constituido por tres 
secciones. En la primera se revisan los objetivos y se realiza una síntesis de los 
principales resultados alcanzados; en la segunda se contestan las preguntas que 
subyacen al objetivo general de esta tesis; finalmente en la tercera, se discuten las 
contribuciones al avance del conocimiento y las potenciales líneas de investigación a 
futuro. 
 
8.1. Síntesis de los resultados principales 
8.1.1. Germinación in-vitro de esporas de Rhizophagus intraradices, en presencia de 
arsénico 
Para evaluar la influencia del arsénico sobre la germinación, largo y ramificación de 
las hifas del HFMA, se realizó un experimento in-vitro. El As se agregó al medio de 
cultivo y las concentraciones finales incorporadas al medio fueron 0 (T1) mgAs l
-1
; 0.5 
(T2) mgAs l
-1
, 1 (T3) mgAs l
-1
, 5 (T4) mgAs l
-1
, 10 (T5) mgAs l
-1
, 25 (T6) mgAs l
-1
 y 
50 (T7) mgAs l
-1
. Se determinó la germinación de esporas, longitud hifal y número de 
ramificaciones hifales al día 15 y al día 23. Para evidenciar la potencial de recuperación 
de la germinación, después del día 23, las esporas que no habían germinado se 
transfirieron a un medio de agar-agua sin As. Los resultados indicaron que el As tiene 
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un efecto tóxico sobre el estado pre-simbiótico de la colonización micorrícica: causan 
un retardo en la germinación de esporas sometidas a bajas concentraciones de As y un 
efecto letal en esporas sometidas a altas concentraciones de As. La longitud hifal y el 
número de ramificaciones disminuyó al aumentar la concentración de As en el medio. 
La ramificación hifal fue afectada a una dosis inferior (T2) que el largo hifal (T3) y la 
germinación de esporas (T4). Por otra parte, se evidenció que puede llegar a existir, al 
menos en parte, una reversión de la toxicidad generada para las esporas sometidas a la 
dosis de 10 mgAs l
-1
 debido a que cuando termina su exposición al As, estas esporas 
incrementaron el largo hifal. 
 
8.1.2. Influencia del hongo micorrícico Rhizophagus intraradices sobre los efectos  
negativos del arsénico en soja y trigo 
Se realizaron dos experimentos en invernáculo, utilizando plantas de soja y trigo en 
macetas. Se aplicaron tres niveles de As como arseniato de sodio (0, 25 y 50 mgAs kg
-1
) 
y dos niveles de inoculación con el HFMA R. intraradices (inoculado y no inoculado). 
Se  determinó la biomasa aérea y radical, la altura de las plantas, el número de hojas, la 
longitud radical, se registraron los estados fenológicos alcanzados, se cuantificó la 
colonización micorrícica total y el porcentaje de arbúsculos. Además se determinó el As 
biodisponible en el sustrato, el retenido en la biomasa radical y en las hojas; se 
determinó el factor de translocación (TF), el factor de bioconcentración (BCF) y el 
umbral límite de fitotoxicidad (LC50) al As. Los resultados mostraron que As afectó 
negativamente el crecimiento de la soja y el trigo, disminuyendo la colonización de las 
plantas por R. intraradices. La inoculación de las plantas de soja y trigo con el hongo 
micorrícico mejoró la producción de biomasa aérea y radical, la altura de las plantas y 
disminuyó la acumulación de As en la biomasa aérea y subterránea. En soja, además, 
mejoró la longitud radical y revirtió parcialmente el retraso fenológico generado por el 
As. En trigo, la adición de As al suelo no modificó la longitud radical ni afectó el 
avance fenológico de las plantas. La inoculación con R. intraradices presentó un efecto 
de dilución sobre la concentración de As en soja y trigo, y además, previno la entrada de 
As a las raíces.; mejorando la tolerancia de las plantas de soja y trigo al As. 
 
8.1.3. Interacción entre Rhizophagus intraradices, arsénico y hongos patógenos en  
plantas de soja y trigo 
Se realizaron dos experimentos en invernáculo utilizando plantas de soja y trigo. Se 
siguió la metodología desarrollada en el ítem anterior (8.1.2), respetando las mismas 
dosis de As en el sustrato y los niveles de inoculación con el hongo micorrícico, pero 
con el agregado de un inóculo del hongo patógeno Macrophomina phaseolina en soja y 
de Fusarium graminearum en trigo. Los parámetros evaluados fueron: biomasa aérea y 
biomasa radical, largo total de la raíz, diámetro radical y la superficie ocupada por las 
raíces. Se determinó el % de micorrización, presencia de arbúsculos y viabilidad de la 
micorrización. En hojas y raíz se determinó la concentración de As, el BCF y se 
cuantificaron las fracciones de glomalina fácilmente extractable y glomalina total. 
Finalmente, se determinó la severidad de las enfermedades generadas por los patógenos 
en cada cultivo.  
Los resultados mostraron que la relación simbiótica entre la soja o trigo con el  
HFMA puede establecerse aún en suelos contaminados con As y en presencia de hongos 
patógenos. La asociación micorrícica arbuscular con ambos cultivos no solo disminuyó 
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la intensidad de la enfermedad producida por el patógeno sino que además disminuyó la 
captación del As por parte de la planta; posiblemente por efecto de la glomalina. Por 
otra parte, se observaron efectos negativos del As y del patógeno sobre la simbiosis 
micorrícica puesto que los resultados evidencian no solo un menor porcentaje de 
colonización de las plantas de soja y de trigo, sino también una disminución de la 
actividad de la colonización, evaluada a través de la tinción vital. La inoculación con los 
patógenos no incrementó la acumulación de As. Las plantas de soja y trigo inoculadas 
con R. intraradices e infectadas por los patógenos presentaron respuestas similares a la 
obtenida en plantas inoculadas únicamente con el HFMA. 
 
8.1.4. Estrés oxidativo y respuesta de las plantas de soja y trigo ante arsénico y 
hongos patógenos. 
Se utilizaron muestras de hojas y raíces del experimento realizado en el Capítulo 5 
(ítem 8.1.3), evaluando en cada caso, el estrés oxidativo a través de la medición del 
daño oxidativo (TBARS), la respuesta antioxidante por medio de la actividad de las 
enzimas catalasa (CAT), superóxido dismutasa (SOD), guaiacol peroxidasa (GPOX) y 
la defensa antioxidante soluble no enzimática a través del glutatión (GSH). El 
incremento en la concentración de As en el sustrato se traduce en incrementos del daño 
a membranas, pero el daño generado fue menor en plantas inoculadas con el hongo 
micorrícico. Esto se debe a que en plantas inoculadas se incrementó la actividad de las 
enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPOX y del GSH. La inoculación con los 
patógenos incrementó la respuesta antioxidante de la planta, aunque ésta no fue 
suficiente como para disminuir el daño a membranas. En general, no se observaron 
efectos en la triple interacción (As x HFMA x Patógeno), por lo que la inoculación con 
R. intraradices en plantas infectadas por patógenos no generó reducciones significativas 
del daño cuando el As y el patógeno afectaron a las plantas en forma conjunta. 
 
8.1.5. Efecto de la inoculación micorrícica y altas concentraciones de arsénico en el 
suelo, sobre la supervivencia de soja sometida a fuerte estrés hídrico 
Se llevó a cabo un experimento en invernáculo, donde el As se aplicó en la solución 
de riego. Las dosis ensayadas fueron 0; 0.5; 1; 5; 10 y 25 mgAs l
-1
. El sustrato fue 
mantenido entre 80 y 100% de la capacidad de campo por 60 días después de la 
siembra. A partir de ese momento, la irrigación se detuvo completamente, permitiendo 
que el suelo llegue por debajo del PMP. Las plantas que no se recuperaron del estrés 
hídrico se consideraron muertas, y las que sí, fueron las sobrevivientes. Se determinó la 
biomasa aérea y radical, la colonización micorrícica y la sobrevivencia de las plantas de 
soja al momento de la cosecha. En las muestras del control se determinó el contenido de 
calcio, magnesio potasio, nitrógeno y fósforo. Además se determinó el As en el sustrato 
y en plantas no inoculadas. Los resultados mostraron que la inoculación con el HFMA 
incrementó el contenido de K y mejoró la tolerancia de soja al estrés hídrico a bajas 
concentraciones de As. Las plantas sometidas a concentraciones crecientes de As 
mostraron una significativa sobrevivencia independientemente del tratamiento de 
inoculación. 
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8.2. Respuestas a los principales interrogantes de la tesis 
Previo a esta tesis existían muchas preguntas sin respuesta, entre ellas: 
 
1. ¿Es afectada la germinación de esporas de hongos micorrícicos in-vitro en 
presencia de As en el medio? ¿Se verá afectada la longitud del tubo germinativo en 
algún caso? ¿Se podrá revertir la toxicidad generada? 
Los resultados obtenidos en el Capítulo 3 permitieron responder estas preguntas. El 
As causa un efecto tóxico en las esporas de los HFMA: genera un retardo en la 
germinación de esporas sometidas a bajas concentraciones de As y presenta un efecto 
letal cuando están sometidas a altas concentraciones. Además, el largo del tubo 
germinativo, así como la ramificación de las hifas también fueron severamente afectada 
por el efecto del As. Por otra parte, también se demostró que algunas esporas 
recuperaron la germinación, aunque no se detectaron efectos significativos entre los 
tratamientos. Se corrobora la hipótesis planteada puesto que el efecto negativo de 
niveles crecientes de As en el medio de cultivo no es lineal. La longitud hifal y la 
ramificación de las hifas tampoco respondió linealmente al incrementar la concentración 
de As. 
 
2. ¿Las distintas concentraciones de As modificarán los porcentajes de 
colonización micorrícica? ¿Cómo afectará el As a la vitalidad de dicha 
colonización? 
Los experimentos realizados en los Capítulos 4; 5 y 7, permitieron responder la 
primera pregunta. En los Capítulos 4 y 5 se observó que la colonización micorrícica de 
las plantas de soja y trigo disminuyó al incorporar As al sustrato y alcanzó un “plateau” 
a partir de la concentración de 25 mgAs kg
-1
. Sin embargo, en el Capítulo 7 donde el 
agregado de As se realizó mediante irrigación, el As no afectó la colonización. Es 
posible que la colonización del hongo ya estuviera establecida, antes que el As aplicado 
se acumulara significativamente en el suelo. Por otro lado, en el Capítulo 5 se mostró 
que el As disminuyó la vitalidad de la colonización, dado que se registró una menor 
actividad de la enzima succinato deshidrogenesa. 
3. ¿Puede R. intraradices afectar la absorción y por lo tanto, la concentración 
de As en los tejidos vegetales; se verán afectados los niveles de As en cada porción 
de la planta? 
El experimento realizado en el Capítulo 4 mostró que la inoculación micorrícica 
disminuyó la acumulación de As en la biomasa aérea y subterránea de las plantas de 
soja y trigo. El hongo micorrícico causó un efecto dilución sobre la concentración de As 
en la planta y previno la entrada de As a las raíces. Estos resultados llevan a aceptar la 
hipótesis planteada. Adicionalmente, la inoculación micorrícica parece aumentar la 
tolerancia de las plantas de soja y trigo al As. 
 
4. ¿Cómo afectará la presencia de As el contenido de glomalina en el suelo? 
El contenido de glomalina fácilmente extraíble (considerada como recientemente 
depositada en el suelo y de naturaleza muy lábil) no se modificó al incrementar la 
concentración de As en el sustrato. Sin embargo, aumentó el contenido de glomalina 
total (fuertemente unida a las partículas de suelo). Estos resultados llevan a rechazar la 
predicción realizada, dado que el contenido de glomalina no disminuyó por efecto del 
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As. Este efecto en los contenidos de glomalina se observó en los sustratos de ambos 
cultivos.  
 
5. ¿Cuál es la interacción existente entre las HFMA, el As y el agente 
fitopatógeno en plantas de soja y trigo? ¿Pueden las HFMA aumentar la 
protección en el hospedante, frente a hongos fitopatógenos en suelos enriquecidos 
con As? 
En el Capítulo 5 se observó que la relación simbiótica entre la soja o trigo con el 
HFMA puede establecerse en suelos contaminados con As y en presencia de hongos 
patógenos. La asociación micorrícica arbuscular juega un rol destacado en la 
disminución de la toxicidad generada por el As; también disminuyó la intensidad de la 
enfermedad producida por los patógenos y redujo la captación del As por parte de la 
planta, aún a elevadas concentraciones de As. Estos resultados permiten rechazar 
parcialmente la predicción realizada, ya que la inoculación con HFMA permitió 
aumentar la protección de las plantas hospedantes aún en suelos con As. La predicción 
sostenía que las plantas expuestas a la presencia de As y del patógeno serían las más 
afectadas, independientemente de la inoculación con HFMA.  
 
6. ¿Serán modificados los porcentajes de micorrización cuando esté presente 
el As y el agente fitopatógeno? ¿Se modificará la viabilidad de la colonización con 
el agregado de As y patógeno? 
En el Capítulo 5, se observó que los porcentajes de colonización por el hongo 
micorrícico disminuyeron al incorporar As en el sustrato, concordando con la predicción 
planteada. La inoculación de la soja con M. phaseolina acentuó la disminución de la 
colonización en las dos concentraciones de As evaluadas. En trigo, los efectos de la 
inoculación con F. graminearum solo se observaron en la concentración de 50 mgAs 
kg
-1
. La inoculación de las plantas de soja con M. phaseolina acentuó el efecto del As, 
disminuyendo la vitalidad en todos los niveles de este elemento. En trigo, el efecto de F. 
graminearum sobre la vitalidad de la colonización solo se observó en altas 
concentraciones de As. 
 
7. ¿Será afectada la toma de As en la interacción As-HFMA-patógeno? 
Los resultados expuestos en el Capítulo 5 permitieron responder la pregunta. El 
contenido de As en la biomasa de la soja respondió de acuerdo a las concentraciones de 
As en el sustrato. En biomasa aérea no se evidenciaron diferencias significativas de la 
inoculación con el HFMA. Sin embargo en biomasa radical, se registró que la 
inoculación con el HFMA y/o con M. phaseolina disminuyó la concentración de As. 
Este fenómeno se había observado previamente en el Capítulo 4, pero en el Capítulo 5 
se detectó un efecto indirecto de la inoculación con el patógeno ya que este hongo 
también podría estar acumulando o reteniendo As en su biomasa. En trigo, el 
incremento en las concentraciones de As no fue proporcional a la dosis de As 
suministrada. En biomasa aérea la co-inoculación HFMA–Patógeno presentó una 
acumulación de As intermedia a la obtenida con ambos microorganismos por separado. 
En raíz, la inoculación con el HFMA en plantas enfermas, revirtió los efectos del 
patógeno, presentando una acumulación de As similar a la obtenida únicamente con el 
HFMA. Por lo expuesto anteriormente, se acepta la predicción planteada en la que se 
mencionaba que la presencia de ambos hongos reducirá la concentración de As en la 
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planta. Con este experimento se evidenció la existencia de la interacción entre el 
HFMA-cultivo-patógeno-As y que esa interacción no fue igual para el cultivo de soja 
que para el de trigo. 
 
8. ¿Aumentará la producción de glomalina cuando se encuentra As en el suelo 
y el patógeno está presente? 
La producción de glomalina en presencia del patógeno varió según el patosistema 
analizado (Capítulo 5). En soja el contenido de glomalina total se incrementó en el suelo 
cuando las plantas se inocularon con el HFMA y, no se modificó en presencia del 
patógeno. En trigo, el contenido de glomalina total, aumentó a medida que se 
incrementó la concentración de As en plantas inoculadas con el HFMA y/o en plantas 
co-inoculadas con el patógeno. Por lo expuesto anteriormente se rechaza predicción 
planteada que mencionaba que el contenido de glomalina disminuiría con ambos 
estreses.  
 
9. ¿Tendrá lugar una disminución del daño oxidativo causado por As y 
patógeno cuando las plantas de trigo y soja se encuentren inoculados con HFMA? 
En el Capítulo 6 se observa que la inoculación con el HFMA permitió que las plantas 
de soja y trigo incrementaran sus defensas antioxidantes, lo que se tradujo en una 
reducción del daño generado por el As. La inoculación con los patógenos incrementó el 
daño a las membranas. Sin embargo en tratamientos co-inoculados y en sustratos 
enriquecidos con As, en general, la inoculación con el HFMA no pudo disminuir el 
daño oxidativo generado. Por lo mencionado, se rechaza la predicción planteada en la 
que se postulaba que la micorrización disminuiría el daño oxidativo causado por la 
presencia de As y patógeno, individualmente o en conjunto. 
 
10. ¿Existirá alguna relación entre el As y el estrés hídrico? 
En el Capítulo 7 se confirmó que las plantas de soja inoculadas con R. intraradices 
incrementaron su tolerancia al estrés hídrico, lo que se verificó a través de las 
concentraciones de K. Como resultado absolutamente novedoso, se encontró que las 
plantas no inoculadas sometidas a concentraciones crecientes de As mostraron una 
significativa supervivencia a una situación de estrés hídrico extremo. La supervivencia 
de las plantas a ese estrés se explicó como una consecuencia del efecto negativo del As 
sobre el equilibrio hídrico y las pérdidas de agua de las plantas de soja afectadas. Como 
se mencionó, la inoculación con HFMA incrementó la tolerancia de las plantas de soja 
regadas con bajas concentraciones de As. A dosis más elevadas del metaloide la 
sobrevivencia obtenida es netamente por los efectos que genera el As en las plantas. Por 
lo expuesto, se rechaza la predicción planteada en la que se postulaba que la inoculación 
con HFMA no incrementaría la tolerancia de la soja a un estrés hídrico severo en suelos 
con As. 
 
8.3. Contribuciones de la tesis al avance del conocimiento y potenciales líneas de 
investigación a futuro 
Como se mostró en la sección anterior, cada uno de los Capítulos de esta tesis 
permite responder las preguntas planteadas antes de comenzar el proyecto. Las 
respuestas obtenidas enriquecen el conocimiento obtenido hasta el momento, acerca de 
la influencia de los hongos formadores de micorrizas sobre cultivos trascendentes a 
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nivel mundial y nacional, en suelos contaminados con As y sometidos al ataque de 
hongos patógenos. 
 
8.3.1. Contribuciones a  destacar 
 El enfoque integral de esta tesis. Dado que considera un sistema complejo e 
integral, con varios actores (As – HFMA – Soja / Trigo – Hongos patógenos). En 
cambio, las investigaciones realizadas hasta el momento habían analizado el efecto de 
las micorrizas en ambientes contaminados y por otro lado su efecto en la protección de 
las plantas frente a patógenos radicales.  
 La presencia de un orden lógico en la secuencia de los experimentos, lo que 
permitió comprender el sistema de estudio desde lo más general a lo más particular. En 
primer lugar se estudió el efecto del As sobre los HFMA a través de la realización de 
experimentos in-vitro. El segundo paso, fue incorporar al sistema de estudio plantas de 
soja y trigo. Luego, se incorporaron al sistema hongos patógenos de ambos cultivos. 
Posteriormente, se evaluó las implicancias de la triple interacción (As – HFMA – 
Patógeno) en cada cultivo a nivel de estrés oxidativo. Aparte, se investigó un sistema 
alejado de esa secuencia: soja – HFMA – As – estrés hídrico. 
 
 El estudio de la contaminación de suelos con As, incluyendo microorganismos 
benéficos y patógenos, ya que se trata de un tema que debe ser abordado desde 
diferentes áreas de la ciencia.  
 
 La realización de los experimentos con soja y trigo, cultivos muy poco 
estudiados en su relación con el As, pese a que se encuentran entre los granos más 
cultivados a nivel mundial.  
 
 La utilización de los patógenos M. phaseolina y F. graminearum. Ambos de 
muy difícil control, con amplio rango de hospedantes y que generan importantes 
pérdidas de calidad y rendimiento en ambos cultivos estudiados. 
 
8.3.2. Potenciales líneas de investigación a futuro 
En esta tesis se puso en evidencia la existencia de la interacción entre el HFMA-
cultivo-patógeno-As y que esa interacción no es la misma para el cultivo de soja que 
para el de trigo. En términos generales, el trigo parecería ser menos sensible a la 
presencia de As en el sustrato que la soja. Tal como se observa en el análisis de 
componentes principales los puntos negros (soja) se localizan en una zona 
completamente diferente que los puntos rojos (trigo). Este análisis confirma que se trata 
de dos cultivos diferentes y que responden a los tratamientos de diferente manera. 
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Esto constituye un punto de partida para encarar investigaciones que podrían incluir 
los siguientes aspectos: 
 
 Evaluar más profundamente el efecto de la presencia de los hongos patógenos y 
del As sobre los HFMA a nivel pre-simbiótico.  
 
 Cuantificar el As retenido en la biomasa de M. phaseolina, con la finalidad de 
corroborar la acumulación del metaloide. 
 
 Trabajar con sustratos no esterilizados, para acercar los resultados a situaciones 
idénticas a los sistemas de producción agrícola. 
 
 Estudiar un sistema con el agregado de rhizobios seleccionados en las plantas de 
soja, lo cual dará una visión más global en relación con este cultivo.  
 
 Involucrar otros microorganismos vinculados con el uso de bioinsumos en la 
agricultira: hongos solubilizadores de fosfatos como Penicillium, bacterias promotoras 
del cecimiento vegetal como por ejemplo las de los géneros Azospirillum brasilense y 
Bacillus subtilis y hongos biocontroladores como los pertenecientes al género 
Trichoderma. 
 
 Evaluar más patosistemas, incorporando al estudio más cultivos y más 
patógenos. 
 
 Utilizar otras especies de hongos micorrícicos. 
 
 Profundizar los estudios a nivel bioquímico, incluyendo enzimas como: 
fenilalanina amonio liasa (PAL), polifenoloxidasa (PPO), lipoxigenasa (LOX) y  β1,3 
glucanasa. Incluir la evaluación de fitoalexinas. 
 
Esta tesis permitió analizar el rol de los HFMA en suelos contaminados con As y 
frente al ataque de patógenos en plantas de soja y trigo. Los experimentos realizados 
permitieron evidenciar que los HFMA pueden incrementar la biomasa de sus 
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hospedantes y como consecuencia diluir el contenido de As en los órganos vegetales, 
estabilizar el As en el suelo por la acción de la glomalina y paralelamente disminuir la 
severidad de las enfermedades generadas por importantes patógenos radicales.  
Si bien el estudio de los HFMA se ha desarrollado mucho en referencia a sus efectos 
en la captación de fósforo, esta tesis permite demostrar que los beneficios de la 
simbiosis micorrícica trascienden el efecto mencionado, incrementando la tolerancia a 
As (Capítulo 4 y 5), contrarrestando enfermedades fúngicas (Capítulo 5), incrementando 
los niveles de otros nutrientes tales como el nitrógeno y el potasio (Capítulo 7) y 
optimizando el uso del agua y la tolerancia a la sequía (Capítulo 7). 
Todos los efectos mencionados de los HFMA permiten señalar que la simbiosis 
micorrícica le otorga a la planta hospedante múltiples beneficios. En general, como se 
menció en el Capítulo 5, la funcionalidad de la simbiosis se encuentra en relación con la 
arquitectura del sistema radical de su huésped. Plantas con raíces poco ramificadas son 
más dependientes de la micorrización, puesto que necesitan las hifas de los HFMA para 
aumentar la superficie explorada de suelo y absorver nutrientes; sin embargo, este tipo 
de raíz es menos suceptible al ataque de patógenos. De manera opuesta, plantas con 
raíces más ramificadas son poco dependientes de los HFMA en cuanto a la captación de 
nutrientes (P, N, K, etc), pero sí los necesitan para incrementar su tolerancia a 
patógenos. En esta tesis se observó que en las condiciones evaluadas, los HFMA 
redujeron la enfermedad generada por los hongos M. phaseolina y F. graminearum en 
soja y trigo respectivamente.  
Una vez analizadas las líneas de investigación planteadas y con mayor conocimiento 
de la influencia de factores ambientales y de manejo sobre esta interacción cultivo -
arsénico - patógeno - micorriza habría que realizar experimentos semejantes a los 
realizados en esta tesis utilizando suelo no tindalizado, con el fin de corroborar los 
resultados obtenidos en un sistema más complejo y más representativo. Finalmente 
habría que pasar a un nivel tecnológico. En este caso, analizar esta interacción en la 
secuencia trigo/soja, ya que ambos cultivos suelen producirse siguiendo este esquema y 
pueden existir efectos acumulativos, no previstos hasta el presente.  
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ANEXO FOTOGRÁFICO 
 
Capitulo 3 
 
 
Fotografía 1. Esporas de R. intraradices esterilizadas superficialmente para ser sembradas en gotas de 
agar-agua. (Autor: Lic. Spagnoletti). 
 
 
 
 
 
 
Fotografía 2. Siembra de esporas de R. intraradices en gotas de agar-agua. (Autor: Lic. Spagnoletti). 
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Fotografía 3. Espora de R. intraradices germinada en agar agua. (Autor Lic. Spagnoletti). 
 
 
Capitulo 4 
 
 
Figura 4. Esporas de R. intraradices en raices de soja. 400x (Autor Lic. Spagnoletti). 
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Figura 5. Raiz de trigo colonizada por R. intraradices donde se observan arbusculos y vesiculas 
100x.(Autor Lic. Spagnoletti) 
 
 
 
 
Figura 6. Raiz de trigo colonizada por R. intraradices donde se observan arbusculos 400x.(Autor Lic. 
Spagnoletti) 
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Capitulo 5 
 
 
Fotografía 7. Ensayo de soja (2014) con HFMA en combinacion con dosis de arsenico y M. phaseolina. 
(Autor Lic. Spagnoletti). 
 
 
Fotografía 8. Colonia de M. phaseolina creciendo en agar papa glucosado. (Autor Lic. Spagnoletti). 
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Fotografía 9. UFC de M. phaseolina g de raiz 
-1 
en medio agar papa glucosado con Metalaxil y 
Rifampicina. (Autor Lic. Spagnoletti). 
 
 
 
Fotografía 10. Microesclerocios de M. phaseolina en raices de soja. (Autor Lic. Spagnoletti) 
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Fotografía 11. Ensayo de trigo (2014) con HFMA en combinacion con dosis de arsenico y F. 
graminearum (Autor Lic. Spagnoletti) 
 
 
 
Fotografía 12. Colonia de F. graminearum en medio agar papa glucosado. (Autor Lic. Spagnoletti) 
